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I. Généralités sur le cancer 
 
 
Le cancer est une pathologie propre aux organismes complexes tels que les mammifères. Il 
correspond à un processus évolutif mettant en jeu des générations successives de cellules ayant 
acquis des anomalies génétiques de différenciation, du contrôle de la croissance ainsi qu’une 
résistance à l’apoptose. Ces anomalies résultent d’altérations survenant au niveau des gènes 
suppresseurs de tumeurs, gènes stabilisant le génome mais également de l’activation de proto-
oncogènes en oncogènes, tous capables de conférer un phénotype malin à la cellule qui acquiert 
alors de nouvelles fonctions. A côté de leurs capacités à envahir d’autres tissus, à former des 
métastases et à induire la formation de néovaisseaux, ces nouvelles caractéristiques ont tout 
d’abord été décrites par Hanahan et Weinberg comme une autonomie de croissance, une 
insensibilité aux inhibiteurs physiologiques de la croissance cellulaire, une dérégulation du 
processus d’apoptose et une capacité à se diviser indéfiniment (Figure 1) [1]. Un échappement au 
processus d’immunosurveillance, une dérégulation du métabolisme, une instabilité du génome et 
une prolifération médiée par l’inflammation ont ensuite complété les propriétés caractérisant les 
cellules tumorales [2].  
 
 
Figure 1 : Acquisitions de nouvelles fonctions par la cellule tumorale selon Hanahan D. et 






Le cancer est la deuxième cause de décès dans les pays industrialisés occidentaux, après 
les maladies cardiovasculaires. On estime à 7,4 millions le nombre de décès par le cancer dans la 
population mondiale, ce qui représente 13% de la mortalité annuelle selon les données de 
l’OMS. D’ici 2030, le nombre de décès causés par le cancer devrait poursuivre sa progression et 
toucher environ 12 millions de personnes. En France métropolitaine, le nombre de nouveaux 
cancers diagnostiqués en 2011 a été estimé à 365 500 avec respectivement 207 000 cas observés 
chez les hommes et 158 500 chez les femmes [3]. Avec 71 000 nouveaux cas estimés, le cancer 
de la prostate reste de loin le cancer le plus fréquent chez l’homme, devant le cancer du poumon 
et le cancer colorectal, alors que chez la femme le cancer le plus fréquent est le cancer du sein. 
Sur cette même période de 2011, le cancer a représenté la première cause de décès chez l’homme 
et la deuxième cause chez la femme avec respectivement 33% et 24 % des décès dans ces 
populations. Le traitement du cancer représente donc un enjeu de santé publique important, mais 
aussi un enjeu humain, social, sociétal et économique. Dans ce contexte, il semble donc 
indispensable de poursuivre l’acquisition des connaissances sur cette pathologie afin d’en 
améliorer le pronostic notamment par la mise au point de nouvelles thérapies. 
 
 
B. Principes généraux du traitement 
 L’objectif de la thérapie anti-cancéreuse est d'éradiquer toutes les cellules tumorales de 
l’organisme du patient, y compris la plus petite métastase, ou les cellules tumorales isolées. 
Ainsi, pour la majorité des patients ayant une tumeur à un stade localisé, le traitement repose 
avant tout sur l’exérèse chirurgicale de la tumeur primitive, associée selon les cas à un traitement 
adjuvant reposant soit sur la chimiothérapie, soit sur la radiothérapie ou l’association des deux, 
avec pour objectif l’éradication des cellules résiduelles. Cependant pour les tumeurs à un stade 
localement avancé ou métastatique, ce traitement n’est souvent que palliatif, n’ayant un impact, 
dans la majorité des cas, que sur la survie sans progression et la qualité de vie. Ceci est 
principalement lié au fait que les cellules tumorales sont capables de développer des mécanismes 
de résistances leur permettant d’échapper aux traitements cytotoxiques. 
Devant ce constat du manque d’efficacité des traitements conventionnels antitumoraux 
contre les cancers de stade avancé, de nouvelles approches thérapeutiques ont été développées. 
Parmi celles-ci, il y a tout d’abord une approche visant à agir sur une cible moléculaire impliquée 
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soit dans le processus de carcinogénèse, soit dans le processus de prolifération tumorale. Dans 
cette approche par des thérapies dites ciblées, sont utilisées des molécules ayant la capacité 
d’inhiber des récepteurs ou des protéines à activité kinase impliquées dans les voies de 
signalisation intra cellulaires régulant plus particulièrement la prolifération cellulaire et 
l’angiogenèse, ainsi que des anticorps monoclonaux agissant au niveau de récepteurs 
transmembranaires ou de leurs ligands, bloquant ainsi leur activation. 
Une autre approche thérapeutique consiste à induire une réponse immunitaire capable de 
provoquer la destruction des cellules tumorales. Il s’agit de l’immunothérapie anticancéreuse. Ce 
concept d’induction d’une réponse immunitaire par les cellules tumorales a été introduit au début 
du XXème par Paul Ehrlich qui a suggéré que la prolifération anormale des cellules tumorales 
pouvait être contrôlée par le système immunitaire, ce dernier étant capable de reconnaitre les 
cellules tumorales comme du non soi et de les détruire. Utilisée en thérapeutique anticancéreuse, 
l’immunothérapie a pour objectif non seulement de traiter la tumeur primitive mais aussi 
d’éliminer les cellules tumorales ayant déjà migré et devenues potentiellement résistantes aux 
cytotoxiques. Il est maintenant clairement établi que l’immunothérapie par instillation 
intravésicale du Bacille de Calmette et Guérin (BCG) est le traitement de référence pour 
contrôler l’évolution des tumeurs superficielles de vessie de haut grade [4]. 
 
 
C. Les différentes stratégies d’immunothérapie anticancéreuse 
Afin de permettre la mise en place ou la facilitation d’une réponse immunitaire 
antitumorale, plusieurs stratégies d’immunothérapie anti cancéreuse ont été développées, 
correspondant soit à une immunothérapie passive soit à une immunothérapie active. 
 
L’immunothérapie passive consiste à utiliser des molécules connues comme par exemple 
l’injection d’Ac spécifiques dirigés contre des Ag exprimés par la tumeur ou l’injection de 
lymphocytes T cytotoxiques. Ce concept qui a pu se développer suite aux travaux de Boon qui a 
identifié d’abord chez la souris puis chez l’homme l’existence d’Ag dans les tumeurs et plus 
particulièrement sur les cellules mélanocytaires, constituant une cible susceptible d’être reconnue 
par les lymphocytes T cytotoxiques [5]. Ainsi, l’administration d’Ac ciblant des Ag spécifiques 
de tumeurs est devenue l’une des stratégies les plus efficaces en immunothérapie du cancer 
puisque l’on observe une réponse immune immédiate, spécifique de la cible mais n’induisant pas 
de mémoire immunologique. L’immunothérapie utilisant des Ac monoclonaux dirigés contre les 
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tumeurs vise les protéines de surface des cellules tumorales, les Ag associés à la vascularisation 
de la tumeur, les ligands favorisant la croissance tumorale ou encore les cellules immunitaires. 
En se liant à leurs cibles, ces Ac exercent leurs fonctions à travers plusieurs mécanismes 
effecteurs, incluant la neutralisation, l’activation du complément, la lyse par les macrophages et 
les cellules NK ou encore induisant des signaux transmembranaires menant à l’apoptose [6]. Le 
premier Ac utilisé en clinique, ayant démontré son efficacité dans les lymphomes malins non 
hodgkinien, a été le rituximab dirigé contre le CD20 présent à la surface des lymphocytes B [7].  
Un autre concept d’immunothérapie passive mais non spécifique est basé sur la réinjection 
de cellules immunitaires activées ex vivo comme par exemple des lymphocytes activés par de 
fortes doses de cytokines, appelés LAK, mimant l’action des cellules NK, cellules effectrices de 
l’immunité innée capable de lyser les cellules tumorales en induisant leur apoptose [8]. 
 
Un autre type d’immunothérapie, l’immunothérapie active consiste à stimuler in vivo le 
système immunitaire des patients par un vaccin menant à l’induction d’effecteurs spécifiques 
contre les tumeurs ainsi que des lymphocytes T mémoires. Ainsi, un grand nombre de protocoles 
de vaccination utilisent des peptides naturels ou synthétiques comprenant une large gamme 
d’épitopes reconnus comme cibles par les lymphocytes T cytotoxiques. Toutefois, les essais de 
vaccination thérapeutique, notamment menés dans le cadre du mélanome afin de tester le peptide 
MAGE-3.A1,  bien qu’ayant une efficacité potentielle se traduisant par une régression tumorale, 
n’ont pas permis de détecter une implication des lymphocytes T cytotoxiques [9]. Toujours dans 
le mélanome, il existe d’autres Ag comme Melan-A/MART-1 ou gp100 qui ont été utilisés en 
immunothérapie comme dans l’étude de transfert adoptif de clones de lymphocytes T 
cytotoxiques spécifiques de ces Ag chez les patients atteints de mélanome [10]. 
L’utilisation des propriétés immunostimulantes de certaines cytokines constitue aussi une 
approche d’immunothérapie active. Cette stimulation peut être réalisée par l’injection de cellules 
dendritiques dont la présentation antigénique tumorale est stimulée. Les lymphocytes peuvent 
être aussi stimulés in vivo par l’administration systémique d’IL-2 et/ou d’INF-a. Ainsi, il a été 
rapporté des réponses objectives lors de traitements par IL-2 par voie intraveineuse à forte dose, 
dans différents modèles tumoraux sensibles à la lyse par les cellules NK [11,12]. Bien que 
relativement toxique avec un faible impact en termes de survie, cette stratégie est capable 
d’induire des taux de réponse supérieurs à 20 %, incluant des réponses complètes, dans des 
cancers du rein, du côlon, des mélanomes et des lymphomes malins non hodgkiniens, faisant la 
preuve de l’implication des cellules effectrices du système immunitaire inné chez l’homme dans 
le contrôle tumoral [13]. 
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Enfin l'accumulation de preuves montre que les chimiothérapies conventionnelles, en plus 
de leur effet cytotoxique direct, pourraient déclencher une réponse immunitaire antitumorale en 
libérant des protéines de stress reconnues comme signaux « danger » par les cellules 
dendritiques. Par ailleurs, la déplétion en lymphocytes Treg, ayant la capacité d’inhiber la 
réponse anti tumorale, au sein de la tumeur par des agents cytotoxiques comme le 
cyclophosphamide est une autre approche pouvant stimuler la réponse immunitaire [14]. 
 
Cependant, bien que les efforts en immunothérapie cellulaire s’orientent vers le 
renforcement de la réponse cytotoxique effectrice ou la correction de ses défaillances, cette 
réponse reste malheureusement le plus souvent inefficace pour un grand nombre de tumeurs. En 
effet, l’instabilité génétique des cellules tumorales, combinée à la pression de sélection exercée 
par le système immunitaire, conduisent à l’émergence au sein des tumeurs de variants résistants à 
la réponse immune. De nouvelles approches sont donc nécessaires afin d’améliorer la réponse 








Les mécanismes de défense développés par le système immunitaire pour lutter contre les 
agents pathogènes sont multiples et variés. Ils peuvent être séparés en deux types: l’immunité 
innée, basée sur une réponse immédiate non spécifique mais sélective, responsable de la 
protection initiale, et l’immunité adaptative qui nécessite la reconnaissance spécifique de l’agent 
pathogène. Cette dernière réaction se développe plus lentement et met en œuvre une défense 





A. Généralités sur le système immunitaire inné 
 L’immunité innée ou naturelle constitue la première ligne de défense de l’organisme. Elle 
est constituée d’un ensemble de barrières physiques et chimiques ainsi que d’acteurs cellulaires 
qui évitent l’entrée et la diffusion de pathogènes dans l’organisme. Elle correspond donc à une 
réponse immunologique qui survient immédiatement en l’absence d’immunisation préalable. Il 
s’agit par conséquent d’une réaction non spécifique, prête à répondre à l’entrée du pathogène 
dans l’organisme et non modifiée par un contact répété avec un même pathogène. Ce rôle 
protecteur de l’immunité innée a été aussi décrit comme jouant un rôle majeur dans la défense de 
l’organisme contre les tumeurs, notamment à la phase initiale d’émergence des tumeurs, en 
induisant la mort des cellules tumorales et en permettant la sécrétion de cytokines inhibant la 
croissance tumorale et l’angiogenèse [15]. 
 
 
B. Les cellules du système immunitaire inné 
 Lorsque des éléments étrangers réussissent à passer les épithélia et à pénétrer dans les 
tissus ou dans la circulation, ces derniers sont reconnus par les différentes cellules effectrices de 
la réponse immunitaire innée. Ces cellules sont les macrophages, les cellules NK, les 
neutrophiles, les cellules myélosuppressives, les mastocytes et les cellules dendritiques. Les 
cellules dendritiques, exprimant notamment des récepteurs aux Pathogen-Associated Molecular 
Patterns (PAMPs), sont mobilisées non seulement lors de la réponse immune innée mais aussi 
lors de la réponse immunitaire adaptative, faisant le lien entre les deux types de réponses par leur 
fonction de présentation de l’Ag. 
 L’implication et l’activation des différentes cellules effectrices du système immunitaire 
inné vont avoir pour conséquence la sécrétion de divers facteurs solubles comme les défensines, 
les interférons (IFN) ou des protéines du complément qui vont permettre le recrutement d’autres 
cellules effectrices et la lyse de l’agent pathogène. Ainsi les cellules NK, cellules effectrices 
cytotoxiques, mais aussi potentiellement les lymphocytes T CD8+ et des lymphocytes gamma 
delta ont la particularité de pouvoir reconnaitre, par l’intermédiaire de récepteurs NKG2D 
exprimés à leur surface, des ligands tumoraux comme MIC A, MIC B ou ULBP [16,17]. Cette 
interaction avec un ligand tumoral induit, de la part du macrophage activé, la production de 
cytokines cytotoxiques comme TNF-a, IL1-ß, FasL, et la production de radicaux libres comme 
26 
 




C. Les récepteurs des cellules effectrices du système immunitaire inné 
 A l’inverse des cellules effectrices du système immunitaire adaptatif, les cellules du 
système immunitaire inné ne possèdent pas de récepteurs spécifiques de l’Ag. Ils utilisent des 
récepteurs avec des systèmes de reconnaissance primitifs et non spécifiques. Ces récepteurs sont 
en nombre limité, il en est individualisé 3 grands types: les récepteurs de la famille Toll Like 
Receptor (TLR), les récepteurs de la famille NOD Like Receptor (NLR) et les récepteurs de la 
famille RIG-Like Receptor (RLR). 
 
 
· les récepteurs de la famille TLR 
 La famille des récepteurs TLR humains comprend 10 membres dont 6 sont exprimés à la 
surface des membranes des cellules du système immunitaire (TLR-1, -2, -4, -5, -6, -10) et 4 au 
niveau intra cellulaire (TLR-3, -7, -8, -9), ces derniers étant enchâssés dans les endosomes [18]. 
Ces récepteurs, dont les fonctions diffèrent selon leur structure, sont des protéines 
transmembranaires ayant une structure commune constituée de 3 domaines distincts (Figure 2):  
- un domaine extracellulaire riche en Leucine impliqué dans la 
reconnaissance des motifs moléculaires associés aux pathogènes. 
- une courte portion transmembranaire riche en Cystéines. 
- un domaine intracellulaire ou cytoplasmique. 
Ce domaine est impliqué dans le déclenchement des signaux 







Figure 2 : structure des TLR (d’après Zauzein 2013). Les TLR sont constitués d’un domaine  
extra cellulaire, d’un court domaine membranaire et d’un domaine intra cellulaire impliqué dans 
la signalisation en réponse à un agent pathogène. 
 
 
 Chaque type de TLR va donc pouvoir se lier sélectivement à des structures moléculaires 
présentes à la surface du pathogène appelées PAMPs, la localisation cellulaire des TLR étant par 
conséquent associée à la nature des ligands qu’ils reconnaissent [19]. Ainsi le TLR4 associé à 
MD2 reconnait les lipides du lipopolysaccharide présent à la surface des bactéries à Gram 
négatif. Les TLR-3, -7, -8 et -9 localisés dans les endosomes reconnaissent des acides 
nucléiques. 
 Il existe une répartition différente de ces récepteurs au sein des diverses cellules 
impliquées dans l’immunité innée. Ainsi, de grandes densités de TLR2, 4 et 5 sont retrouvées au 
niveau des monocytes, des macrophages, et de certaines sous populations de cellules 
dendritiques.  
 Chaque récepteur a aussi un rôle bien déterminé. L’activation des TLR par un agent 
pathogène va déclencher des voies de signalisation intra cellulaires spécifiques aboutissant à 
l’activation de facteurs de transcription comme NF-Kappa B impliqué dans l’expression de 
gènes codant pour des cytokines, tels que l’IL-1ß, l’IL-6 et le TNF-a qui stimulent, entre autre, 
l’inflammation (cytokines pro inflammatoires). Indirectement, l’activation de certains TLR 
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comme TLR4 déclenche notamment la production d’INF de type 1 comme l’INF-a qui active 
lui-même la production d’INF de type 2. La libération de ces cytokines permet de recruter des 
macrophages et des cellules dendritiques supplémentaires qui amplifient alors la réponse 
immunitaire naturelle. L’activation des TLR peut aussi induire la production de chimiokines 
comme CCL-20, IL-8 et RANTES ainsi que des molécules cytotoxiques et l’expression de 
molécules de co-stimulation [18,19]. 
 
 Les TLR seraient également impliqués dans la détection de ligands endogènes libérés dans 
des conditions de danger qui ne correspondent pas à une infection mais à la mort cellulaire par 
apoptose [20]. Ainsi, des protéines libérées au niveau des tissus endommagés par le processus 
inflammatoire peuvent notamment activer TLR4 ou TLR2. Enfin, la reconnaissance de ligands 




· les récepteurs de la famille NLR  
 La famille des NLR est constituée de 2 grandes sous familles, celle des Nucleotide 
Oligomerization Domain (NOD) et celles des NACHT Leucine-rich-repeat Protein (NALP). Ces 
récepteurs sont caractérisés par 2 domaines à savoir le domaine de liaison au ligand (identique à 
celui des TLR) et le domaine impliqué dans la signalisation. Les NLR détectent principalement 
la présence de dérivés bactériens. Comme les autres familles de récepteurs dont l’activation 
conduit à une production de cytokines, les protéines NALP-1, NALP-3 et IPAF activent les 
cytokines pro-inflammatoires IL-1b et IL-18 [21]. 
 
 
· les récepteurs de la famille RLR  
 La famille des récepteurs RLR est composée de 2 membres RIG-I et MDA-5 qui sont des 
enzymes cytoplasmiques reconnaissant l’ARN viral simple et double brin produit lors de la 





D. Le polynucléaire neutrophile 
Le neutrophile, aussi nommé leucocyte polymorphonucléaire, constitue une des cellules 
effectrices du système immunitaire inné. Il a été décrit pour la première fois par Paul Ehrlich au 
début du XXème siècle. Il se caractérise sur le plan morphologique par un noyau polylobé et de 
nombreux granules cytoplasmiques mesurant seulement une dizaine de µm. La dénomination 
neutrophile provient du fait qu’il se colore par un mélange de colorants acides et basiques. Il est 
le leucocyte le plus abondant de la circulation sanguine, représentant entre 50% et 70% de 
l’ensemble des globules blancs. Dans la lignée des polynucléaires, les neutrophiles constituent à 
eux seuls plus de 95% de cette population cellulaire, alors que les éosinophiles et les basophiles 
ne représentent respectivement qu’environ 4% et 1%. Il joue un rôle très important dans la 
réaction immunitaire innée et surtout dans la réaction inflammatoire. Il est le premier leucocyte à 
migrer, en très grand nombre, vers le site où se produit la réaction inflammatoire. De plus, il 
secrète des facteurs chimiotactiques qui permettent le recrutement d’autres cellules effectrices 
immunitaires telles que les lymphocytes T, les cellules NK, les monocytes ou les cellules 
dendritiques immatures [22]. 
 
 
a. Formation des polynucléaires neutrophiles 
Comme les autres cellules du système immunitaire, les neutrophiles se forment dans la 
moelle osseuse à partir d’une cellule souche hématopoïétique pluripotente, lors d'un cycle de 
maturation qui dure 3 jours. Sous l’influence de facteurs de croissance présents dans le 
microenvironnement et de leur concentration notamment, la cellule souche hématopoïétique peut 
se différencier et devenir soit une cellule progénitrice lymphoïde menant à la formation des 
lymphocytes ou se transformer en cellule progénitrice myéloïde, menant à la formation des 
monocytes, des macrophages et des neutrophiles. La présence combinée de GM-CSF et d’IL-3 
favorise cette différenciation dans la lignée myéloïde et l’addition d’IL-6 permet la 
différenciation jusqu’aux progéniteurs des granulocytes/macrophages. Sous l’influence des 
variations de l’expression des facteurs de transcription de PU.1 et C / EBPa et Gfi-1 notamment, 
ces progéniteurs vont ensuite orienter leur différenciation soit vers la formation de monocytes ou 
de neutrophiles [23]. Quelques étapes supplémentaires de maturation de ces précurseurs en 
présence de GM-CSF et de G-CSF sont nécessaires pour finalement donner un neutrophile prêt à 
migrer dans la circulation sanguine. Cette migration vers la circulation sanguine est déterminée 
par un équilibre entre la concentration de CXCR4 (favorisant la rétention du neutrophile dans la 
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moelle) et CXCR2 (favorisant sa libération) et leurs ligands respectifs SDF-1, IL-8 et Grob. Le 
G-CSF stimule ensuite la libération des neutrophiles en agissant directement sur celui-ci et 






Figure 3 : Formation des neutrophiles dans la moelle osseuse (d’après Borregaard 2010). 
Les cellules souches hématopoïétiques se localisent dans des niches formées par les ostéoblastes 
et les cellules endothéliales. Les différents groupes de granules azurophile (rouge), granulés 
spécifiques (en vert) et les granules de gélatinase (jaune) et des vésicules de sécrétion (blanc) 
sont formés de manière séquentielle au cours de la maturation des promyelocytes, déterminée par 




b. La migration des polynucléaires neutrophiles 
Sous l’influence de diverses cytokines et de facteurs chimiotactiques, les neutrophiles sont 
recrutés soit au niveau des sites inflammatoires soit au niveau des sites tumoraux. Cette 
migration de la moelle ou des vaisseaux sanguins vers les tissus se fait en quatre étapes (Figure 
4). En condition normale, le neutrophile et les cellules endothéliales expriment à leur surface des 
molécules d’adhésion de faible affinité, les sélectines P, E et L aussi appelées respectivement 
GMP 140, ELAM-1 et MAL-1 ainsi que des « mucine-like ». Emportés par le flux sanguin, les 
neutrophiles roulent littéralement sur la paroi du vaisseau, étape appelée le roulement ou 
«rolling» [23,24]. Lorsque le neutrophile entre en contact avec un facteur proinflammatoire, il entre 
dans une deuxième étape: l’activation [24]. A cette étape, de nouvelles molécules d’adhésion de 
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forte affinité comme l’intégrine b2 aussi appelée MAC-1 ou CD11b/CD18 et des molécules de la 
superfamille des immunoglobulines sont exprimées au niveau du neutrophile et de la cellule 
endothéliale. Cette étape est appelée adhésion ferme. Le neutrophile réorganise alors son 
cytosquelette pour s’insinuer à travers la couche de cellules endothéliales, sous l’influence d’un 
gradient de concentration de chimioattractant. C’est la migration transendothéliale ou la 




Figure 4: Etapes de la migration du polynucléaire neutrophile du vaisseau vers les tissus 
(d’après Borregaard 2010). Les neutrophiles vont se fixer sur les cellules endothéliales par 
l’intermédiaire de molécules d’adhésion exprimées à leur surface (sélectines P, E et L). Le 
neutrophile va ensuite exprimer une intégrine qui va interagir avec des récepteurs ICAMs de 
forte affinité exprimés au niveau des cellules endothéliales. Les neutrophiles vont ensuite 




c. Rôle physiologique des polynucléaires neutrophiles 
Une fois dans la circulation sanguine, les neutrophiles ont une durée de vie relativement 
courte, estimée entre 7 à 12 heures. Cependant, dans un contexte inflammatoire, ils peuvent 
survivre jusqu’à plusieurs jours 
[25]. 
Les principales fonctions de défense du neutrophile sont la phagocytose, la dégranulation, 
la réaction oxydative et la formation des Neutrophils extracellular Trap (NET) qui constituent un 
réseau filamentaire capable d’emprisonner des micro-organismes et faciliter leur interaction avec 




· La phagocytose 
Au niveau du site inflammatoire, le neutrophile a pour rôle d'éliminer les agents 
pathogènes et les débris de cellules tumorales. Pour ce faire, il a recours comme le macrophage 
au processus de phagocytose. Pour cela, le neutrophile possède donc à sa membrane 
cytoplasmique des récepteurs qui reconnaissent directement les débris cellulaires, ce qui permet 
de les enrober et de les emprisonner à l'intérieur d'une vacuole : le phagosome. Le même 
phénomène se produit pour les particules opsonisées par les fragments du complément car le 
neutrophile possède également les récepteurs reconnaissant ces fragments. Le neutrophile a 
d’ailleurs la capacité de moduler l’expression de ces récepteurs de surface, ce qui permet de 
distinguer les neutrophiles ayant un phénotype activé des neutrophiles non activés par la 
surexpression de CD11b, CD66b ou la diminution d’expression de CD181, CD182 et CD62bL 
[27]. Ce phénomène, appelé "switch phénotypique", contrôlé par le TGF-b, est facilement 
évaluable par la détermination du taux d’arginase et de NOSII dans le neutrophile. Le 
neutrophile ayant un phénotype activé a une capacité de chimiotactisme et de pénétration 
transendothéliale augmentées.  
Une fois que les débris à détruire se trouvent à l'intérieur des phagosomes, des granules 
contenant des enzymes de dégradation viennent alors se fusionner à ceux-ci afin de dégrader 
complètement son contenu. 
 
 
· La dégranulation 
En tant que granulocyte, le neutrophile possède des granules pouvant être classés en quatre 
types, selon leur contenu [28,29]. Ces différents granules sont formés de manière séquentielle au 
cours de la maturation des promyélocytes, sous l’influence de l'expression des facteurs de 
transcription C/EBPα, C/EBPε, C/EBPβ, δ, ζ, Gfi-1, et PU.1 (Figure 3). 
Les premiers granules formés sont les granules azurophiles ou granules primaires. Ils sont 
rarement sécrétés à l'extérieur de la cellule, fusionnant plutôt avec le phagosome pour en détruire 
le contenu à l’aide de la myéloperoxydase, des élastases, des défensines, des lysosymes et de 
l'azurocidine qu'ils contiennent. Les autres granules formés peu après ces granules primaires sont 
dits spécifiques ou secondaires. Ces granules ne contiennent pas de myéloperoxydase, mais sont 




Les granules gélatinases ou tertiaires et les vésicules sécrétoires apparaissent plus tard, à la 
fin du processus de maturation du neutrophile. Les principaux rôles des gélatinases sont de 
stocker les enzymes servant à la dégradation de la matrice extracellulaire tout en étant une 
réserve de récepteurs membranaires utiles à la surface pour la diapédèse du neutrophile. Ces 
granules sont donc très importants pour une migration efficace vers le site inflammatoire ou le 
site tumoral. Finalement, les vésicules sécrétoires, les premières à être libérées en réponse à des 
stimuli inflammatoires, possèdent une variété de récepteurs membranaires nécessaires aux étapes 
précoces d'activation du neutrophile et à l'adhésion ferme sur l'endothélium activé, comme la β2-
intégrine, le récepteur du fMLP, du lipopolysaccharide (CD14) et le récepteur FcγIII. 
 La production de ces différents granules est contrôlée durant toutes les étapes de 
maturation du neutrophile dans la moelle osseuse. Les mécanismes contrôlant leur libération 
impliquent une signalisation par les sélectines et des cytokines qui contrôlent aussi le processus 
d’adhésion neutrophile-cellules endothéliales comme l'IL-8 et fMLP [23]. 
 
 
d. Les médiateurs produits par le polynucléaire neutrophile 
En plus de ses fonctions primaires dans la réponse immunitaire innée, le polynucléaire 
neutrophile a aussi la capacité de sécréter une grande variété de médiateurs appelés cytokines et 
chimiokines servant à communiquer avec les cellules environnantes (Figure 5) [30]. Étant souvent 
le premier impliqué dans la réaction, il peut ainsi organiser la suite de la réponse immunitaire en 
recrutant d’autres effecteurs de la réponse immunitaire. Ces médiateurs peuvent être distingués 
en 2 grandes familles : les médiateurs peptidiques et les médiateurs lipidiques. 
Les médiateurs peptidiques sont constitués de la famille de l’IL-1 comprenant l’IL-1β, l'IL-
1α et l'IL-1RA qui agissent sur presque toutes les cellules immunitaires effectrices, en induisant 
une cascade de cytokines de la famille du TNF, de l’IL-8 et de la famille des MIP. L'induction de 
la sécrétion du TNF-α permet d'initier une cascade d'événements comme l’expression des 
molécules d'adhésion sur l'endothélium, l’induction d’une réaction oxydative au niveau des 
leucocytes, la production de médiateurs inflammatoires comme le PGI2, le PGE2, l’IL-1, 
contribuant au recrutement et à l'activation de cellules inflammatoires [31]. Bien que sécrétée par 
d’autres types cellulaires, l'IL-8 ou CXCL8 est la chimiokine que le neutrophile sécrète en plus 
grande quantité, celui-ci étant presque exclusivement la seule cible de l’IL-8. Elle induit chez lui 
plusieurs événements importants dont un changement de forme, une migration dirigée, une 
dégranulation et une libération des diverses protéines ainsi qu'une réaction oxydative. Lorsque de 
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l'IL-8 est présente à un endroit, les neutrophiles y migrent rapidement en grand nombre. Cet effet 
chimioattractant peut durer jusqu'à 10 heures [32]. 
Les médiateurs lipidiques comme le leucotriène B4, la prostaglandine E2 et le 
thromboxane A2 sont des composés formés à partir des phospholipides membranaires issus 
principalement du métabolisme de l'acide arachidonique [33]. Le leucotriène B4, en plus 
d’augmenter la perméabilité vasculaire et l’adhésion aux cellules endothéliales, est un puissant 
activateur et chimioattractant des polynucléaires neutrophiles, participant ainsi à un processus 




Figure 5 : Interactions des médiateurs produits par le neutrophile avec les différents types 
cellulaires l’environnant lors d’une réaction inflammatoire (d’après M. St-Onge 2005). Les 
différentes cytokines secrétées par le neutrophile sont capables d’interagir, selon leur nature, 
avec différentes cellules de l’environnement, conférant au neutrophile un rôle central dans la 






E. Recrutement des polynucléaires neutrophiles dans la tumeur 
Le recrutement des neutrophiles au sein de la tumeur est un processus complexe dans 
lequel différents mécanismes sont impliqués. Il est maintenant bien établi que les cellules 
tumorales peuvent avoir un impact direct sur l’infiltration tumorale en neutrophiles ainsi que sur 
leur phénotype. Ceci a été démontré dans des modèles tumoraux capables d’induire la sécrétion 
d’IL ou de chemokines dans leur microenvironnement. 
Tout d’abord, le mécanisme d’extravasation des neutrophiles de la circulation sanguine 
vers une tumeur est un processus multi-étapes dans lequel on retrouve toutes les étapes de la 
migration du neutrophile décrites précédemment, impliquant les interactions coordonnées entre 
le neutrophile et les cellules endothéliales [35]. De plus, les cellules tumorales en sécrétant de 
l’IL-1b peuvent induire l’expression des différentes molécules d’adhésion comme les sélectines, 
à la fois au niveau du neutrophile et des cellules endothéliales ou l’ICAM-1 spécifiquement sur 
les cellules endothéliales via la sécrétion d’INF-g [36,37,38,39]. Ceci constitue la première étape du 
recrutement des neutrophiles dans la tumeur. Il s’en suit d’autres mécanismes comme la 
sécrétion par les cellules du microenvironnement tumoral et également par les cellules tumorales 
de CXCL8 ou IL-8, qui par l’intermédiaire d’un gradient de concentration attire les neutrophiles 
au sein de la tumeur [40].  
Dans un modèle de carcinome mammaire 4T1 murin, DuPre et Hunter ont montré que 
l’accumulation de neutrophiles dans la tumeur était dépendante du G-CSF sécrété par la tumeur 
primaire [41]. Cette accumulation intratumorale est également obtenue lorsque l'IL-10, une 
cytokine généralement considérée comme anti-inflammatoire est présente dans le micro-
environnement. Di Carlo et collaborateurs ont démontré que la libération locale de niveaux 
élevés d'IL-10 par des cellules de carcinome mammaire transfectées par le gène IL-10 (TSA-IL-
10) avait à la fois une activité pro- et anti-inflammatoire, grâce à une forte expression d’ELAM-1 
dans les cellules endothéliales péritumorales, ceci étant responsable de l’accumulation intra 
tumorale de neutrophiles [42]. 
Une fois recrutés dans la tumeur, les Tumor Associated Neutrophils (TAN), sous 
l’influence du TGF-β produit dans le microenvironnement tumoral, vont exprimer un phénotype 
protumoral, c’est-à-dire exprimant un fort taux d’arginase et de faible niveau de NOS II, le 






F. Cytotoxicité des polynucléaires neutrophiles vis-à-vis des cellules  
tumorales 
Il est maintenant connu que les neutrophiles incubés en présence d’acétate de phorbol 
myristate sont capables de lyser des cellules tumorales [44,45,46]. Cette lyse cellulaire implique 
différents mécanismes qui agissent en synergie.  
Le premier est une réaction non oxydative dans laquelle les neutrophiles recrutés 
produisent des médiateurs cytotoxiques, l’IL-1b et l’IFN et des effecteurs de mort tels que le 
TNF-a [47] . 
Le second consiste en la production de Formes Réactives de l’Oxygène (FRO) 
correspondant à des agents oxydants comme les anions superoxydes (O2
.-) formés par 
l’intermédiaire d’une NADPH oxydase située à la membrane cytoplasmique, et libérés à la face 
externe de la membrane [48]. La NADPH oxydase est un complexe enzymatique membranaire 
constitué des glycoprotéines gp91phox (ou NOX2) et p22 phox, des protéines cytoplasmiques p47 
phox, p67 phox, p40 phox et Rac2 qui peuvent être phosphorylées. Cette phosphorylation joue un rôle 
essentiel dans la translocation des composants cytosoliques à la membrane et à l’activation de la 
NADPH oxydase. Dans la cellule, l'anion superoxyde produit lors de cette réaction appelée 
explosion oxydative est lui-même un précurseur de plusieurs autres formes d'oxygène fortement 
réactives et plus toxiques pour les cellules tumorales : le peroxyde d'hydrogène (H2O2), le radical 
hydroxyle (OH) et l'oxygène singulet (1O2). Le peroxyde d'hydrogène peut être transformé en 
acide hypochloreux (HOCl) et chloramines par la myéloperoxydase qui sera ensuite libérée dans 
la cellule tumorale via le phagosome [49,50,51,52]. Durant ce processus, le neutrophile se protège 
lui?même des facteurs toxiques qu'il produit en les confinant dans des granules [28,29]. Il doit 
ensuite s’agréger à la cellule tumorale via le Leukocyte Function-Associated Antigen-1 (LFA-1) 
[45] pour induire la lyse cellulaire tumorale par un phénomène de dégranulation et de libération 
des facteurs cytotoxiques contenus dans ses granules.  
Enfin, un dernier mécanisme impliquant les neutrophiles dans la destruction des cellules 
tumorales est décrit. Il s’agit d’une cytotoxicité cellulaire dépendante d'anticorps (ADCC), 
cytotoxicité à médiation cellulaire [53]. Ce concept a notamment été démontré dans des modèles 
de mélanome malin, de neuroblastome et de cancer colorectal dans lesquels l’administration de 
GM-CSF augmente l’ADCC en relation avec les neutrophiles [54,55,56].  
 
Par contre il existe une controverse concernant le granzyme B, un des principaux 
médiateurs de la cytotoxicité induite par les lymphocytes T cytotoxiques et les cellules NK, qui 
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n’est pas connu comme étant produit par les neutrophiles infiltrants les tumeurs. Des données de 
la littérature indiquent que le granzyme B est exprimé constitutivement dans les neutrophiles 
sanguins humains [28] ou des neutrophiles en culture transformés [57], tandis que d'autres 
indiquent que le granzyme B n’est pas du tout exprimé dans les neutrophiles [58,59]. Cependant 
rien n’est à ce jour connu sur l’expression de Granzyme B dans les TAN. 
 
 
G. Polynucléaires neutrophiles et croissance tumorale 
 L’implication des neutrophiles dans la croissance tumorale n’a finalement été que très peu 
étudiée et reste à ce jour controversée. En effet des données contradictoires existent dans la 
littérature. Les neutrophiles peuvent avoir un impact sur le microenvironnement tumoral via la 
sécrétion de cytokines recrutant et activant des cellules effectrices immunitaires. Ils peuvent, via 
l’angiogénèse, favoriser la prolifération tumorale ou à l’inverse inhiber la croissance tumorale en 
infiltrant la tumeur et produisant des dérivés oxygénés. Cette ambiguïté est le résultat d’un 
équilibre instable entre le type et la quantité de cytokines sécrétées par les cellules tumorales et 
le degré de recrutement et d’activation des neutrophiles infiltrant la tumeur [60]. 
 
 
a. Implication dans la progression tumorale 
Il a été démontré que la déplétion tumorale en TAN par l’utilisation d’un Ac anti Gr-1, non 
spécifique des neutrophiles, induit un retard de croissance tumorale, une évolution métastatique 
moins importante et limite le recrutement des cellules endothéliales [40,61]. Des résultats similaires 
ont été observés en induisant une diminution de l’accumulation des neutrophiles au site tumoral 
par blocage des récepteurs à l’IL-8, CXCR 1 et 2 [62]. En clinique, dans plusieurs études menées 
chez des patients, il a été rapporté la présence de neutrophiles en quantité importante au sein de 
la tumeur comme étant un facteur de mauvais pronostic. Ainsi, dans le cancer du rein, la 
présence de neutrophiles au sein de la tumeur est corrélée à un taux de mortalité plus élevé [63]. 
Les mécanismes expliquant ces constatations sont multiples. Il a été démontré dans un 
modèle de cancer du sein que les cellules tumorales pouvaient secréter du GM-GSF qui induisait 
la production par les neutrophiles de l’oncostatine M, cette protéine elle-même induisant la 
sécrétion de VEGF par les cellules tumorales [64]. Des résultats similaires sont rapportés dans un 
modèle d’hépatocarcinome via la production de HGF [65]. Un autre mécanisme d’action est lié à 
la production de dérivés oxygénés dans le phagosome qui, à côté de l’effet cytotoxique comme 
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décrit précédemment peut aussi avoir un effet mutagène et prolifératif sur les cellules tumorales 
par action génotoxique [66]. Enfin, les neutrophiles peuvent secréter diverses protéases capables 
de dégrader la matrice extra cellulaire et lyser les membranes basales, facilitant l’invasion 
tumorale et la formation de métastases. 
 
 
b. Implication dans la régression tumorale 
Les données de la littérature démontrant un rôle anti tumoral des neutrophiles sont 
beaucoup plus limitées. Toutefois, certains travaux ont montré que la déplétion en neutrophiles et 
l’inhibition de leur recrutement a pour conséquence d’augmenter la vitesse de croissance 
tumorale, d’augmenter la quantité de cytokines de type Th2 pro-tumorale comme l’IL-4 et l’IL-
10 et de diminuer la quantité de cytokines anti tumorales de type Th1 comme IFN-g et IL-12 
[67,68]. Dans un modèle murin de cancer du sein, Granot et collaborateurs ont démontré que la 
sécrétion de CCL2 par les cellules tumorales pouvait agir sur les neutrophiles par le G-GSF et 
empêcher le développement de métastases pulmonaires [69]. Dans d’autres modèles tumoraux 
produisant des niveaux supra-physiologiques de GM-CSF, le recrutement des TAN est augmenté 
avec pour conséquence un rejet de la tumeur. Chez la souris Balb/c, la production d’IL-2 et TNF-
a par des cellules tumorales d’origine mammaire modifiées pour produire ces cytokines induit le 
rejet de la tumeur [70,71]. 
 
Ces données contradictoires démontrent qu’il n’y a pas de consensus concernant le rôle 
exact des neutrophiles infiltrant les tumeurs, ces derniers étant capables d’exprimer à la fois un 




H. Polynucléaires neutrophiles et traitement anti cancéreux chez  
l’homme 
Afin d’exploiter le potentiel cytotoxique des neutrophiles vis-à-vis des cellules tumorales, 
de nouvelles approches ont été envisagées pour le traitement de la maladie cancéreuse. A ce jour, 
ces approches ont surtout été menées sur des modèles précliniques et rarement chez l’homme. 
Dans des modèles animaux d’hémopathies malignes de phénotype B, il apparait que les 
neutrophiles, préalablement stimulés par du G-CSF et exprimant des récepteurs Fc de type I des 
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IgG, peuvent lyser les cellules tumorales en présence d’un Ac dirigé contre un Ag HLA de classe 
2 [72]. Cette capacité ayant été observée sur d’autres modèles tumoraux comme le glioblastome, 
le carcinome épidermoïde, le cancer de l’ovaire ou le cancer du sein, cette approche a été évaluée 
chez l’homme dans un essai clinique. Ainsi, dans une étude de phase Ia/Ib menée chez des 
patients porteurs de cancer du sein et de l’ovaire, Valone et collaborateurs ont observé qu’un Ac 
bispécifique des récepteurs Fc de type I des IgG et de la protéine HER2/neu était capable non 
seulement de se fixer sur les cellules tumorales exprimant l’oncoprotéine HER2/neu mais aussi 
d’activer les neutrophiles se situant au niveau de la tumeur via la sécrétion de G-CSF par les 
macrophages et les monocytes [73,74,75]. 
Dans les protocoles thérapeutiques utilisant l’IL2 chez les patients atteints de mélanome 
malin avancé ou de carcinome rénal à cellules claires, des preuves phénotypiques et 
fonctionnelles de l'activation des neutrophiles ont également été apportées par la mise en 
évidence de la production de grande quantité de HOCl par les neutrophiles, sans qu’un effet 
direct de l’IL-2 sur les neutrophiles n’ait pu être démontré [12,76]. 
A l’opposé, certaines équipes ont déjà travaillé sur des approches thérapeutiques basées sur 
le rôle délétère des TAN. Il s’en dégage principalement 2 stratégies. La première, qui a pour 
objectif d’éliminer de la tumeur les polynucléaires neutrophiles, cible l’axe CXCL8/CXCR-
1/CXCR-2. Ainsi l’utilisation d'ABX-IL8, un Ac qui en empêchant la fixation de l’IL-8 à son 
récepteur, bloque l’activation, la migration et la dégranulation des neutrophiles, réduisant la 
croissance tumorale et le développement de métastases dans un modèle de mélanome malin 
A375SM d’origine humaine [77]. La seconde stratégie cible les différentes substances sécrétées 
par les neutrophiles pouvant faciliter la croissance tumorale. Dans un modèle de cancer du 
poumon SL-K-ras chez la souris, l’administration de ONO-5046, un inhibiteur d’élastase, une 
serine protéinase présente dans les granules des neutrophiles facilitant l’invasion tumorale, a 
démontré un effet bénéfique en réduisant la croissance tumorale [78]. 
Enfin, l'élaboration de systèmes capables de guider le recrutement des neutrophiles et leur 




A côté de ces approches, une autre façon de stimuler les neutrophiles pour qu’ils 
reconnaissent et détruisent les cellules tumorales consiste à induire leur stimulation en présence 
d’agents ou de dérivés bactériens via leur récepteur TLR4. 
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III. Immunothérapie par des agents bactériens 
 
 
 Cette stratégie, permettant d’activer et d’améliorer le fonctionnement du système 
immunitaire afin d’éliminer une tumeur sans affecter les cellules normales, consiste à mobiliser 
les ressources du système immunitaire du patient. Ce concept d’immunothérapie anti tumorale, 
activé par l’administration d’immuno-activateurs comme des agents bactériens ou des substances 
dérivées de ces mêmes agents, est un concept ancien [79] et à ce jour toujours utilisé notamment 
pour le traitement standard du cancer superficiel de la vessie [4,80]. 
 
 
A. Lipopolysaccharides et réponse biologique 
Au début du XVIIIème siècle, il est déjà rapporté des régressions tumorales survenant au 
décours d’infections 
[81]. Presqu’un siècle plus tard, les travaux de Pfeiffer ont montré que des 
lysats de la bactérie Vibrio Cholerae inactivés mais aussi d’autres bactéries à Gram négatif, 
contenaient des substances appelées endotoxines pouvant induire chez l’animal des réactions 
physiopathologiques comme de la fièvre, une hypotension et une Coagulation Intra-Vasculaire 
Disséminée (CIVD). Parallèlement, Coley démontra que l’on pouvait traiter des sarcomes à 
partir d’un mélange d’extraits bactériens dont l’activité anti tumorale sera un peu plus tard 
attribuée à ces mêmes endotoxines [81]. Il a ensuite été montré que les endotoxines ou 
lipopolysaccharides étaient localisées à la surface des bactéries, constituant la membrane externe 
des bactéries à Gram négatif. 
 
a. Structure des lipopolysaccharides 
La structure des lipopolysaccharides est maintenant bien connue. Malgré des similarités 
entre les différents lipopolysaccharides, une grande diversité dans leur composition biochimique 
existe, principalement en fonction de leur origine [82]. Toutefois, quelles que soit leurs origines, il 






· d’une chaine O spécifique 
Cette chaine est constituée de la répétition d’unités d’oligosaccharides contenant au 
maximum 5 résidus sucrés. Elle est caractéristique et unique pour chaque famille de 
bactéries, ce qui permet leur sérotypage. 
 
 
· d’un noyau oligosaccharide 
Celui-ci est constitué de saccharides. A l’inverse de la chaine O spécifique, il y a en fait 
très peu de variabilité structurale du noyau selon les espèces de bactéries. 
 
 
· d’un lipide A 
La structure des lipides A est connue depuis 1984 [83]. Ils sont constitués d’un 
diglucosamine ou b(1-6) disaccharide diphosphorylée comportant plusieurs acides gras le plus 
souvent hydroxylés en leur position 3- ou b-. Cette structure est, quelle que soit l’origine du 
lipide A, spécifique d’une espèce bactérienne, spécificité reposant en fait sur 1a répartition des 







Figure 6 : structure des lipopolysaccharides (d’après Sperandeo 2009). Tous les 
lipopolysaccharides ont en commun une structure constituée d’une chaine O-spécifique, un 




b. Effets toxiques des lipopolysaccharides 
Biologiquement, les lipopolysaccharides vont induire la sécrétion de nombreux médiateurs 
biochimiques impliqués dans la réponse immunologique dont l’intensité est dépendante de 
l’origine des lipopolysaccharides [84]. Ainsi les lipopolysaccharides sont capables d’induire la 
production de : 
 
· IL-1 
En plus des propriétés déjà indiquées, elle permet en autre, l'expression de facteurs 
d'adhésion à la surface des cellules endothéliales, afin de faciliter la transmigration des 
leucocytes sur le site inflammatoire. A titre d’exemple, le lipopolysaccharide de Bordetella 
Pertussis est 1000 fois plus actif pour induire la production d’IL-1 dans des monocytes humains 
que le lipopolysaccharide de Neisseria Meningitidis [85]. 
 
· IL-6 
Agissant comme co activateur du processus inflammatoire avec l’IL-1, l’IL-6 peut être 
aussi produite en concentrations différentes selon la nature du lipopolysaccharide. Ainsi la 
concentration de l’IL-6 produite par les macrophages de rat activés par le lipopolysaccharide de 
Neisseria Meningitidis est 6 fois plus importante que celle induite par le lipopolysaccharide de 
Bordetella Pertussis [86].  
 
· TNF-a 
Activateur en autre de la voie NF-κB, la concentration de TNF-a produite par les 
macrophages de rats activés par du lipopolysaccharide de Neisseria Meningitidis est 20 fois plus 
importante que celle induite par le lipopolysaccharide de Salmonella Minnesota [86]. 
 
 
Les lipopolysaccharides peuvent aussi être à l’origine de l’expression de la NO synthase 
inductible et de la production de NO par les macrophages avec là encore une variabilité en terme 
d’activité selon la nature de la souche bactérienne dont le lipopolysaccharide est dérivé. Ainsi le 
lipopolysaccharide de Salmonella Minnesota est 1000 fois plus actif que le lipopolysaccharide 
d’Echerichia Coli pour induire la production de NO dans des macrophages de rats [87]. Enfin, la 
production de métabolites de l’acide arachidonique (leucotriène, prostaglandines) et l’activation 
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macrophagique sont aussi dépendantes de l’origine des lipopolysaccharides. Cette dernière 
propriété est toutefois décrite seulement in vitro mais pas in vivo [88]. 
 
 
B. Lipopolysaccharides et réponse immunologique anti tumorale :  
immunothérapie par les lipopolysaccharides 
Il a été établi qu’un traitement par des lipopolysaccharides d’Escherichia Coli induit la 
régression d’une carcinose péritonéale avec ascite constituée de nodules mesurant de 1 à 5 mm, 
guérissant ainsi 20 à 30 % des rats [89,90]. Cette activité antitumorale est observée après 5 
injections intra péritonéales de lipopolysaccharides, administrées 2 fois par semaine à la 
posologie de 100 µg/kg, permettant la régression du volume de la carcinose péritonéale 
macroscopique induite par injection de cellules de cancer colique (DHD/K12-PROb) chez des 
rats BDIX [86,91]. Cette activité antitumorale a été corrélée à leur capacité d’induire in vivo la 
sécrétion d’IL-1 par les macrophages, mais pas à la production de NO, de TNF-a ni d’IL-6 
mesurée in vitro [86]. 
D’autres études rapportent l’activité anti tumorale des lipopolysaccharides. Ainsi, Miayamoto et 
al. rapportent que des souris C3H/He porteuses de carcinose péritonéale d’origine mammaire 
(MM2) traitées avec 10 injections IP de 30 µg d’endotoxines de Klebsiella administrées 
quotidiennement, avaient une survie significativement prolongée comparativement aux groupes 
témoins [92]. Dans un modèle de sarcome dans un modèle de souris A/J, Dye and North 
rapportent des résultats similaires après une injection unique de 25 µg d’endotoxine de 
Salmonella enteriti 
[93]. Ces résultats ont été aussi observés dans des modèles d’hépatocarcinome 
et de lymphomes [94]. 
Les différences d’efficacité observées entre les différents modèles sont d’origine multiple, 
mais peuvent être résumées par une immunogénicité différente des tumeurs utilisées, l’origine 
des endotoxines administrées, leur procédure d’extraction et enfin des schémas d’administration 
différents [85,86]. 
Cependant, l’administration de lipopolysaccharides à des patients porteurs de tumeurs n’est 
pas envisageable car la toxicité de ces dernières n’est pas acceptable. 
 
Il est maintenant établi que l’activité anti tumorale des lipopolysaccharides est due à un de 
leurs composants, à savoir le lipide A [89]  
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C. Lipides A 
Les travaux de Westpahl et Lüderitz ont permis d’isoler le lipide A du lipopolysaccharide 
par un processus d’hydrolyse, ils ont ainsi obtenu les lipides A sauvages, toxiques [95]. 
 
 
a. Propriétés biologiques des lipides A 
Dans les années 1950, Westphal et Lüderitz ont posé le postulat que l’apparition de fièvre 
et d’un choc après administration d’endotoxine était en relation avec la fraction lipide A du 
lipopolysaccharide [95]. Cette hypothèse a été confirmée ensuite, d’une part par les travaux de 
Galanos et al. qui ont montré que l’activité pyrogène des lipopolysaccharides ne dépendait ni de 
la chaine O spécifique ni du noyau mais du lipide A, et d’autre part par les travaux de plusieurs 
équipes montrant que ces effets étaient reproduits par l’injection de lipide A seul [83]. Le rôle du 
lipide A fut ensuite définitivement établi lorsque que les équipes de Lüderitz et de Shiba 
réussirent la première synthèse du lipide A [96]. Ces travaux permirent de démontrer que le lipide 
A induisait les mêmes actions biologiques que les lipopolysaccharides. Par la suite des analogues 
de lipide A furent synthétisés dans le but de séparer la toxicité de l’activité immunologique. 
 
 
b. Récepteurs TLR4 
Comme il a déjà été précisé précédemment, les TLR sont capables de reconnaitre les 
PAMPs de diverses origines microbiennes dont les lipides A. Ces derniers sont reconnus par le 
récepteur TLR4, formant un complexe avec les protéines MD2. Ainsi, les souris porteuses du 
gène « Lps » muté codant pour une forme non fonctionnelle du TLR4 sont insensibles à la 
stimulation par le lipopolysaccharide et par le lipide A [97].  
 
 
c. Effets du lipide A et réponse immunologique anti tumorale : immunothérapie  
par les lipides A 
Dans la littérature, l’activité biologique rapportée le plus souvent, induite pour les lipides 
A est la production de TNF-a. Il a été aussi démontré que l’injection de lipide A de 
Porphyromonas gingivalis chez la souris Balb/C modifiait l’activité des cellules NK qui s’en 
trouvait augmentée [98]. De plus, un analogue du lipide A, le monophosphoryl lipide A est 
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capable d’induire la maturation des cellules dendritiques dérivant de monocytes ainsi que la 
production d’IL-12 et l’expression de molécules de co-stimulation (CD40, CD80, CD86, CD83). 
L’IL-1ß secrétée après traitement par le lipide A a aussi une action directe cytotoxique sur les 
cellules tumorales, avec une action renforcée in vivo par l’INF-g dans un modèle de mélanome 
B16 chez la souris C57BL/6 [99]. 
 
L’injection de dérivés synthétiques du lipide A, généralement moins toxiques que les 
lipopolysaccharides, est capable d’induire la régression complète de carcinoses péritonéales 
macroscopiques (1-5 mm) chez 20 à 30% des rats BDIX. Cette activité anti-tumorale est 
dépendante de la structure du lipide A. Ainsi, l’activité tumorale est observée seulement avec les 
mono- ou di- glucosamines substitués avec au moins 3 acides gras d’au moins 6 carbones [89]. 
Sur le plan biologique, le lipide A induit la production d’IL-1b de TNF-a et d’IL-6 via 
l’activation des macrophages, la répétition des injections provoquant une tolérance des 
macrophages.  
L’activité anti tumorale du lipide A a été aussi rapportée par d’autres équipes. Ukei et al. ont 
ainsi montré que le traitement par des dissacharides 504 et 505, dans des tumeurs sous cutanées 
induites par l’injection intradermique de cellules d’hépatocarcinome à des cobayes, provoque 
leur régression chez la moitié des animaux [100]. Des résultats similaires ont été rapportés sur un 
modèle proche par Takayama [101]. Nakatsuka et al. ont montré que l’injection IV de 
monosaccharide GLA-127 ralentissait la progression de tumeurs d’origine lymphomateuse ou 
sarcomateuse chez la souris Balb-c [102]. Dans ces articles, il a été démontré que ces dérivés 
étaient capables d’induire la production par les macrophages dans le plasma de TNF-a mais pas 
d’IL-1b, sans toutefois induire d’activité cytotoxique de ces mêmes macrophages. 
Chez l’homme, des essais cliniques de phase 1 ont été réalisés avec différents lipides A 
préparés à partir de S. typhirium ou de S. minesota ou à partir de lipides A synthétiques comme 
le SDZ MRL 953 ou l’ONO-4007 [103,104,105]. Dans ces études, il a été démontré que quels que 
soient les lipides A administrés aux patients, ceux-ci étaient administrables sans toxicité 
rédhibitoire, les principaux effets observés étant un syndrome pseudogrippal associant fièvre et 
frissons survenant après les injections. Sur le plan biologique, le SDZ MRL 953 administré en 
injection unique à doses croissantes induisait une augmentation de la sécrétion de G-CSF et 
d’IL-6 sérique avec une augmentation du taux de neutrophiles circulants mais pas du TNF-a ou 
de l’IL-1ß [104]. Dans l’étude rapportée avec l’ONO-4007, il était observé une augmentation des 




Afin d’améliorer la tolérance et l’efficacité des lipides A, de nouveaux composés ont été 




D. Le Triacyl lipide A OM 174 
 
a. Structure de l’OM-174 
L’OM-174 est un 2-deoxy-6-O-[2-deoxy-2[(R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylamino]-4-O-
phospho-b-D-glucopyranosyl]-2-[(R)-3-hydroxytetradecanoylamino]-a-D-glucopyranosyl 
dihydrogenphosphate. Il s’agit donc d’une di-glucosamine comportant 3 chaines d’acides gras (2 
acides hydromyristiques fixés chacun sur un groupement amine et un acide laurique) et 2 
groupements phosphates (Figure 7) [106]. Le fait qu’il s’agisse d’une molécule diphosphatée 
augmente sa solubilité. Il s’agit d’une extraction pure à 98-99% issue d’une souche mutée 
d’Escherichia Coli, le lipide A sauvage comportant 6 acides gras. 
 
 




b. Immunothérapie par l’OM-174 
 
L’OM-174 est capable d’induire la production d’IL-1b, de TNF-a, d’IL-6 et de Nitric 
Oxide (NO), par les monocytes/les macrophages murins in vivo et in vitro, l’accumulation 
d’IFN-g et la diminution du TGF-b in vivo dans les tumeurs de modèles de cancers du côlon et 
du sein [106]. 
L’activité anti tumorale de l’OM-174 a pu être observée dans un modèle de carcinose péritonéale 
obtenue par injection intra péritonéale de cellules syngéniques de cancer colique (DHD/K12-
PROb) chez des rats BDIX [91]. Ainsi l’injection intra péritonéale de 1 mg/kg d’OM-174, 2 fois 
par semaine pour un total de 5 injections permet d’obtenir, dans 80% des cas, la régression de la 
taille des nodules de carcinose avec disparition, dans tous les cas, de l’ascite hémorragique alors 
que tous les rats non traités meurent dans un délai de 8 à 12 semaines [107]. Des résultats 
similaires ont été obtenus avec 15 injections de la même dose d’OM-174 administrée par voie 
intra veineuse avec guérison de 95% des rats. Cet effet anti tumoral a été corrélé à l’expression 
de la NOS II avec production de NO dans la tumeur, et à la production de cytokines 
inflammatoire : IL-1ß, TNF-a, IL-6 et INF-g ainsi qu’à la diminution de l’expression de TGF-ß 
dans la tumeur. 
Parmi les rats guéris de leur carcinomatose péritonéale, l’injection sous-cutanée de cellules 
tumorales PROb, ne provoque pas de tumeur alors qu’elle en induit chez les rats contrôles. 
L’injection de cellules cancéreuses syngéniques autres que les PROb génère l’apparition de 
tumeurs chez les rats guéris comme chez les rats contrôles. La protection vis-à-vis des cellules 
PROb est transférée à des rats naïfs par les splénocytes de rats guéris. Ces derniers sont 
immunisés, une réaction immunitaire adaptative et une mémoire se sont donc développées. De 
plus, chez les rats Nude, déficients en lymphocytes T, le traitement par l’OM-174 n’a pas d’effet 
significatif sur la croissance tumorale PROb [108]. Le rejet des tumeurs PROb traitées par le lipide 
A est donc lié à une réponse immunitaire spécifique, impliquant des lymphocytes T, et par 
déduction la présence d’Ag tumoraux. La régression des tumeurs implique la mort de cellules 
tumorales donc des effecteurs cytotoxiques.  
D’autre part, dans ce même modèle PROb, l’association oxaliplatine et OM-174 permet 
d’obtenir la guérison de tous les animaux en commençant le traitement 28 jours après l’injection 
des cellules tumorales, date à laquelle les carcinoses sont très développées et où l’utilisation de 
l’OM-174 seul ou d’oxaliplatine seul est peu efficace.  
Cette activité anti tumorale a été également décrite dans d’autres modèles tumoraux comme le 
mélanome B16 chez la souris C57B16, le cancer mammaire EMT-6 chez la souris BALB/c, le 
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cancer colique CT26 chez la souris BALB/c. Alors que les souris non traitées meurent en 
quelques semaines, les souris traitées par des injections IV d’OM-174 tous les 5 jours présentent 






IV. Objectifs généraux du travail 
 
L’effet anti-tumoral de l’OM-174 est dû à la mort d’une partie des cellules tumorales, mort 
très rapide, moins de 24h, attestée par leur apoptose (activation de la caspase 3 et clivage de la 
laminine 5). Cette rapidité n’est pas compatible avec une réaction immunitaire cellulaire, ni 
adaptative, ni innée, et précède l’infiltration des tumeurs par les neutrophiles, les DC, les 
macrophages et l’arrivée des lymphocytes T. L’OM-174 n’étant pas cytotoxique, la cytotoxicité 
devrait être due à un ou des médiateurs cytotoxiques. Dans le modèle de cancer mammaire chez 
la souris notre laboratoire a montré que le lipide A induisait la production d’IFN-g in vivo, que le 
lipide A plus l’IFN-g activaient la NOSII des cellules tumorales puis son découplage (production 
d’ions superoxides), et provoquaient la formation de péroxynitrites cytoxiques délétères pour les 
cellules tumorales. Cette première étape, qui a lieu également dans le modèle de cancer colique 
chez le rat, devrait fournir des antigènes aux cellules dendritiques dont nous avons montré 
qu’elles infiltraient les tumeurs et étaient activées (expression de B7) une semaine après le début 
du traitement. Le lipide A joue donc bien le rôle de PAMP, il n’est pas l’antigène (il n’est pas 
immunogène) mais fournit l’antigène et active les cellules dendritiques. Il est probable que la 
réaction immunitaire soit donc ainsi déclenchée. Est-ce que cette étape est suffisante ? Il est 
nécessaire de répéter les injections de lipide A pour que le traitement soit efficace, ce qui peut 
signifier que la réaction immunitaire ait besoin d’être réinitialisée pour éliminer la totalité des 
cellules tumorales, ou que d’autres mécanismes de mort cellulaire doivent être engagés. Au cours 
du traitement une infiltration des tumeurs par des neutrophiles puis des macrophages et des 
lymphocytes T est observée. Le lipide A poursuit son rôle de PAMP en provoquant une 
infiltration des tumeurs par des cellules inflammatoires. Nous avons montré, dans les modèles de 
cancer du côlon chez le rat et chez la souris, que les neutrophiles étaient nécessaires à l’effet 
anti-tumoral du lipide A par leur sécrétion de granzyme B.  
 
Cette thèse a été entreprise afin de déterminer si l’homme pouvait être traité par l’OM-174 
et si le même mécanisme impliquant les neutrophiles était possible. 
 
 
Pour cela, nous avons tout d’abord conduit une étude de phase 1 avec l’OM-174 chez des 
patients porteurs de tumeurs solides réfractaires afin de démontrer que ce traitement était bien 
toléré chez ces patients et qu’il pouvait induire chez ces mêmes patients la sécrétion de cytokines 
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impliquées dans la réponse immunitaire et notamment dans le recrutement des neutrophiles. 
Nous avons ensuite, dans un second temps démontré la possibilité d’une implication des 
neutrophiles dans cette réponse immunitaire en vérifiant la présence de neutrophiles dans les 
tumeurs coliques humaines et analysant leur localisation au voisinage ou non des cellules 
tumorales. Puis nous avons fait une analyse comparative par rapport au tissu sain, recherché si 
ces neutrophiles exprimaient le ganzyme B et recherché l’expression de chimio attractants dans 
le tissu tumoral par rapport au tissu sain. Enfin une corrélation entre quantité de neutrophiles 


























I. Etude de phase 1 avec l’OM-174 chez des patients 
adultes porteurs de tumeurs solides réfractaires 
 
 
Cette étude de phase 1 (N° d’identification ClinicalTrials.gov NCT01800812) a été menée 
au sein de l’unité de phase précoce du Centre Georges-François Leclerc-INSERM CIC-P 803 à 
Dijon. Selon la réglementation en vigueur, le protocole d'étude ainsi que tous ses amendements, 
conçu selon la Déclaration d'Helsinki et menés  conformément aux recommandations des bonnes 
pratiques cliniques, ont été approuvés par le Comité d'éthique et les autorités sanitaires [109]. Le 
consentement éclairé écrit a été obtenu pour chaque patient participant avant son inclusion dans 
l'étude. L’OM-174 était donné par le laboratoire OM-Pharma (Genève, Suisse). 
 
 
A. Sélection des patients 
Les patients étaient éligibles s'ils étaient âgés de plus de 18 ans. Ils devaient être porteurs 
d’une tumeur solide à un stade localement avancé ou métastatique, prouvée histologiquement, 
pour laquelle il n'existait pas de traitement standard curatif. Cette tumeur devait être mesurable 
selon les critères RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors) version 1 et être 
progressive en dehors du système nerveux central [110]. De plus, les patients devaient avoir une 
espérance de vie estimée supérieure à 3 mois, un performans status de l’OMS inférieur ou égal à 
2, ne pas avoir d’autres pathologies non contrôlées comme une infection bactérienne en cours, 
une maladie cardiaque concomitante à type de dysrythmie, d'insuffisance cardiaque nécessitant 
un traitement digitalo-diurétique, une hypertension artérielle non stabilisée (> 180/110 mm Hg), 
un angor ou un antécédents de nécrose myocardique, un trouble sévère de la conduction (BAV 
(Bloc Auriculo Ventriculaire) du 2ème degré et du 3ème degré non appareillés, bloc bi-
fasciculaires) ou des signes ischémiques électrocardiographiques. Une fonction hématologique 
normale ainsi que l’absence d’insuffisance hépatique ou d’altération de la fonction rénale étaient 
requises. Les patients devaient avoir récupéré des effets indésirables des traitements antérieurs et 
une période de wash-out de minimum 4 semaines et 6 semaines en cas d’administration préalable 
de nitroso urés ou de mitomycine C était demandée. Les principaux critères d’exclusion étaient 





B. Schéma d’escalade de dose 
Les expériences dans les modèles animaux ayant montré que l’activité anti tumorale 
maximale de l’OM-174 était observée après 15 injections, il a été décidé de prendre en compte 
non seulement la dose d’OM-174 mais aussi le nombre d’injections pour définir les différents 
paliers de dose à explorer. Le schéma d’escalade de dose prévoyait d’explorer les doses 
suivantes d’OM-174 : 600 µg/m², 800 µg/m², 1000 µg/m² et un nombre croissant d’injections, 
soit 5, 10 et 15. Trois à 6 patients étaient inclus à chaque niveau de dose. Les patients étaient 
surveillés durant les 2 premières semaines avant de pouvoir envisager le passage au niveau de 
dose supérieur. Selon la méthodologie classique des études de phase 1, la DMT (Dose Maximale 
Tolérée) a été définie comme le niveau de dose au cours duquel au moins 2 des patients inclus à 
un palier de dose présentèrent une toxicité dose-limitante. La dose recommandée était défini 
comme le niveau de dose en-dessous de la DMT. 
 
 
C. Définition des toxicités dose-limitantes 
 Les toxicités dose-limitantes étaient définies selon la terminologie CTCAE (Common 
Toxicity Criteria for Adverse Events) du National Cancer Institute version 2.0 comme tous les 
événements suivants imputables à l’OM-174 (c’est-à-dire  survenant pendant la délivrance du 
médicament et une période de 30 jours après la dernière injection) : 
-  neutropénie de grade 4 durant plus de 5 jours consécutifs 
- neutropénie fébrile 
- infection associée à une neutropénie; 
- thrombopénie de grade 4 ou thrombopénie de grade 3 associée avec des 
saignements nécessitant transfusion de plaquettes 
- anémie de grade 4 
- tout autre effet secondaire de grade 3 ou plus liés au traitement sauf 
nausées, vomissements et alopécie 
 
 
D. Modalité d’administration de l’OM-174 
Dans cet essai ouvert, l’OM-174 était administré par voie intraveineuse en perfusion de 15 
minutes deux fois par semaine à intervalle répété de 3 à 4 jours. Sur la base des résultats d'une 
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étude de phase I non publiée évaluant une administration unique d’OM-174 chez des patients 
porteurs de tumeurs solides réfractaires dans laquelle un seul événement indésirable grave, à 
savoir une hypoxie sévère transitoire, s'est produit à la dose de 800 μg/m² et la MTD a été définie 
à 1300 µg/m², il a été décidé que tous les patients recevraient une première administration de 600 
μg/m² afin de réduire le risque de réaction sévère. Le protocole d'escalade de dose et les niveaux 






Dose par injection 
1 5 600 µg/m² 
2 10 600 µg/m² 
3 15 600 µg/m² 
4 5 800 µg/m² 
5 10 800 µg/m² 
6 15 800 µg/m² 
7 5 1000 µg/m² 
8 10 1000 µg/m² 
9 15 1000 µg/m² 
 
Tableau 1 : schéma d’escalade de dose 
 
 
E. Evaluation préthérapeutique et suivi des patients 
Pour chaque patient, il devait être réalisé dans les 7 jours qui précédaient le début du 
traitement la recherche de ses principaux antécédents. Son traitement habituel devait être précisé. 
Un examen physique complet évaluant notamment son poids, sa taille, sa surface corporelle, sa 
tension artérielle, son pouls, sa fréquence respiratoire, sa température et son état général selon les 
critères OMS (Organisation Mondiale de la Santé) était aussi réalisé ainsi que des analyses 
biologiques standards. Celles-ci comportaient une numération formule et plaquettes sanguines, 
un test de grossesse pour les femmes en âge de procréer, un ionogramme sanguin, un dosage de 
la créatinine, de la clairance de la créatinine mesurée ou estimée, de l’albumine, de la bilirubine, 
des enzymes hépatiques (Aspartate-Amino transférase et Alanine-Amino Transferase), des 
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phosphatases alcalines des gammaglutamyl-transpeptidases, de la Protéine C Réactive et des 
marqueurs tumoraux si utiles. 
Durant le traitement, les constantes cliniques (tension artérielle, pouls, température) étaient 
mesurées 30 min avant puis 30 min, 1 heure, 2 heures, 4 heures et 24 heures après le début de la 
perfusion. Une surveillance biologique comportant une numération formule sanguine et 
plaquettes ainsi qu’un bilan biochimique était réalisés avant chaque injection. 
Toutes les toxicités ont été gradées selon les critères CTCAE version 2.0. 
Chaque patient devait recevoir l’ensemble du traitement, sauf en cas de progression 
précoce, de survenue d’une toxicité inacceptable, du choix de l’investigateur ou le refus du 
patient.  
Les évaluations tumorales étaient réalisées à l’inclusion du patient puis à la fin du 
traitement et en cas de contrôle de la maladie de façon mensuelle jusqu’à progression. Les 
réponses étaient évaluées en utilisant les critères RECIST version 1 [110]. 
 
 
F. Détermination des paramètres pharmacocinétiques 
Des échantillons sanguins permettant la détermination des paramètres pharmacocinétiques 
de l’OM-174 ont été réalisés juste avant la première administration puis 1 h, 2 h, 4 h, 24 h après 
et avant l’administration puis 1 et 2 h après les 2ème, 3ème, 5ème, 9ème et 15ème injections le cas 
échéant. Pour toutes les autres injections, deux échantillons sanguins ont été prélevés, un avant et 
un à la fin de la perfusion. Les paramètres pharmacocinétiques suivants ont été évalués : la 
concentration maximale (Cmax), le délai d'atteinte de la Cmax (Tmax), l’aire sous la courbe (AUC), 
l’aire sous la courbe à partir de l'instant zéro jusqu'à l'infini (AUC0-inf) qui correspond à un calcul 
de la moyenne des niveaux de concentration, la clairance systémique, le volume de distribution 
(Vdβ) et la demi-vie (t1/2_lambda_z). 
 
 
G. Mesure des cytokines 
Des échantillons sanguins ont été prélevés pour le dosage de différentes cytokines (IL-1β, 
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-α) en même temps que des échantillons prélevés pour les analyses 
pharmacocinétiques. Les dosages de ces différentes cytokines ont été effectués par la technique 
Cytometric Bead Arrays (CBA, BD Biosciences®, NJ, US). Les sérums des patients ont été 
incubés avec des billes de capture marquées et des réactifs de détection pendant 3 heures dans 
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l'obscurité à température ambiante et ont été analysés avec un cytomètre de flux (FACSCalibur, 
BD Biosciences®, NJ, US) en utilisant le logiciel d'analyse CBA (BD Biosciences) et Bender 
MedSystems. Chaque dosage a été réalisé en double pour s'assurer de la reproductibilité des 
résultats, comme précédemment décrit [111,112]. 
 
 
H. Analyses de l’activité NK 
Des échantillons de sang pour l'analyse de l'activité des cellules NK ont été collectés avant 
et 2 heures après la 1ère, 2ème, 3ème, 9ème et 15ème injections. Les cellules NK ont été isolées des 
lymphocytes circulants par centrifugation en gradient de concentration (Unicep, Novamed, 
Jérusalem) et purifiées avec des microbilles magnétiques recouvertes de CD56 (Miltenyi Biotec). 
Les cellules NK étaient ensuite incubées avec ou sans IL-2 recombinante pendant 40 h, puis 
incubées dans des plaques à 96 puits pendant 4 h avec des cellules leucémiques humaines K562 
ou des cellules Daudi qui ont été utilisées comme cellules cibles afin d’obtenir un ratio NK / 
cellules cibles de 10. La cytotoxicité des cellules NK a ensuite été déterminée par la méthode 
classique du test de relargage du chrome. 
 
 
I. Analyse du polymorphisme de TLR4 
L'analyse de 2 polymorphismes de nucléotides simples de TLR, à savoir TLR4D299G et 
TLR4T399I a été réalisée comme précédemment décrite par Ducloux et al 
[113].  
Avant l'analyse du polymorphisme, l’ADN génomique a été extrait à partir du sérum de chaque 
patient et amplifié en utilisant la technique d’amplification du génome entier. L'analyse du 
polymorphisme a ensuite été effectuée en utilisant la méthode de restriction du polymorphisme et 
une PCR pour chaque polymorphisme de TLR4, ainsi qu’un séquençage direct des TLR4. 
 
 
J. Analyse statistique 
En raison de la nature même de cette étude, l'évaluation des données consistait 
principalement en des analyses statistiques descriptives. Ainsi, les variables qualitatives ont été 
décrites par leur fréquence en pourcentage de la population concernée. Quant aux variables 
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quantitatives, elles ont été décrites par les caractéristiques suivantes : moyenne, écart type, 
médiane, minimum et maximum. 
Concernant la description de la population incluse, l’analyse a porté d’une part sur la 
totalité des patients ayant reçu au moins une injection et d’autre part sur la population des 
patients éligibles et évaluables pour la réponse. 
Concernant l’analyse du critère principal, à savoir la tolérance, celle-ci a été étudiée par 
palier de dose sur la totalité des patients ayant reçu au moins une injection d’OM-174, tout 
comme les paramètres biologiques analysés en fonction de la dose et du schéma de traitement.  
Concernant les critères secondaires, le taux de réponse objective a été estimé sur la 
population dite d’analyse en intention de traiter. Le temps jusqu’à progression a été estimé chez 




II. Analyse histologique 
 
 
A. Coloration Hématoxyline-Eosine-Safran 
C’est la coloration trichromique de routine en histopathologie L'hématoxyline est une 
substance plutôt basique, qui colore les noyaux en violet. L'éosine est une substance plutôt acide, 
qui colore les cytoplasmes en rose. Enfin, le safran colore les fibres de collagène en jaune. 
 
· Déparaffinage 
Après séchage des lames dans une étuve à 58°C pendant 16 minutes, un déparaffinage est 
réalisé en trempant les lames successivement dans deux bains de toluène puis un bain d’alcool à 
100%, 95% et 70%. Chaque bain a une durée de 5 minutes. 
 
 
· Coloration Hématoxyline-Eosine-Safran (HES) 
Pour la coloration, les lames subissent les étapes suivantes : 
· Bain de 5 minutes dans l’hématoxyline GILL 2 (Thermo scientific, Ref 
6765007, Pittsburgh, PA)  
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· Rinçage à l’eau courante pendant 3 minutes 
· Bain de 10 secondes dans l’alcool acide (3 ml d’acide chlorhydrique dans 
650 ml d’éthanol absolu) 
· Rinçage à l’eau bicarbonatée durant 1 minute 
· Rinçage à l’eau courante durant 2 minutes 
· Bain dans alcool à 100% pendant 1 minute 
· Bain dans l’éosine Y alcoolique pendant 20 secondes (Thermo scientific, 
Ref 6766007, Pittsburgh, PA) 
· Bain dans alcool à 100° pendant 2 fois 2 minutes 
· Bain au safran alcoolique (20g de safran dans 1250 ml d’alcool absolu 
étuvé à 60°C) pendant 7 secondes 
· Bain dans alcool à 100° pendant 2 minutes puis 1 minute 
· Bain au toluène pendant 1 minute 
 
Il est ensuite effectué le montage des lames. Après séchage à l’air ambiant, les 
neutrophiles sont quantifiés par comptage soit sous microscope optique soit après avoir scanné 
les lames avec un NanoZoomer® (Hamamatsu Photonics) 
 
 
B. Coloration au May-Grünwald Giemsa 
C’est la coloration utilisée en routine pour identifier les cellules hématologiques avec les 
caractéristiques suivantes : 
 







 Cette coloration cytologique fait agir successivement 2 colorants neutres : le May 
Grünwald qui colore les noyaux en bleu et les cytoplasmes basiques en rouge et le Giemsa qui 
colore les noyaux en rouge violacé, les cytoplasmes en bleu ou en rose suivant les cellules et les 
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éléments azurophiles en rouge pourpre intense. Sur des préparations bien fixées et fines, cette 
coloration colore les cellules de façon plus nuancées, mettant particulièrement bien en évidence 




Après séchage des lames dans une étuve à 58°C pendant 16 minutes, un déparaffinage est 
réalisé en trempant les lames successivement dans deux bains de toluène puis un bain d’alcool à 
100%, 95% et 70%. Chaque bain a une durée de 5 minutes. 
 
 
· Coloration May-Grünwald-Giemsa (MGG) 
 Les lames déparaffinées sont plongées dans une solution diluée extemporanément de 
mélange May Grünwald / eau distillée (15 ml pour 60 ml d’eau distillée) pendant 15 min à 37°C 
à l’étuve. Les lames sont ensuite passées sans lavage préalable dans une solution diluée 
extemporanément de mélange Giemsa Lent (10 ml pour 90 ml d’eau distillée) pendant 40 min à 
37°C à l’étude. Les lames sont ensuite lavées à l’eau distillée. 
Après séchage à l’air ambiant, les neutrophiles sont quantifiés par comptage soit sous 
microscope optique soit après avoir scanné les lames avec un NanoZoomer® (Hamamatsu). 
 
 
C. Quantification de l’infiltrat tumoral en polynucléaires neutrophiles 
La quantification de cette infiltration a été effectuée avec l’aide d’un pathologiste à partir 
de lames colorées de façon standard par le HES. Les tumeurs étaient ensuite classées en 4 
groupes selon les critères définis dans le tableau 2. 





Score Infiltration tumorale en polynucléaires neutrophiles 
0 
Absence de polynucléaires neutrophiles dans les zones tumorales 




Présence de polynucléaires neutrophiles isolés ou en petits amas 
de 2-3 éléments dans les zones tumorales en dehors des zones 
d’ulcération. Ces polynucléaires neutrophiles sont difficiles à 
trouver après analyse minutieuse de la coupe entière 
 
2+ 
Présence de polynucléaires neutrophiles isolés ou en petits amas 
dans les zones tumorales en dehors des zones d’ulcération. Ces 
polynucléaires neutrophiles sont faciles à trouver après analyse 
minutieuse de la coupe entière et intéressent plus d’une zone 
 
3+ 
Présence évidente de polynucléaires neutrophiles isolés ou en 




Tableau 2 : score d’infiltration tumorale en polynucléaires neutrophiles 
 
 
D. Marquage immunohistochimique par le granzyme B 
 Les marquages immunohistochimiques permettent d’identifier et de localiser différents 
constituants tissulaires et cellulaires en utilisant des Ac spécifiques. Ce marquage peut se faire de 
façon directe en utilisant un Ac couplé à une enzyme comme la peroxydase capable de dégrader 
un substrat tel le 3,3 diaminobenzidine tétrahydrochloride (DAB) ou le 3-amino-9-ethylcarbazole 
(AEC) donnant un précipitât insoluble et coloré que l’on visualise aisément sur microscope 
optique. Ce marquage peut aussi se faire de manière indirect en utilisant un 2ème voir un 3ème Ac, 
ces derniers étant alors couplé à l’enzyme à l’origine de la réaction colorée. 
 
 Dans ce travail, afin de visualiser le granzyme B, un marquage immunohistochimique a été 
réalisé en utilisant un automate Benchmark XT (Ventana®, US, AR) à partir de lames fixées en 
paraffine. Après une étape de réhydratation des lames, les différentes étapes réalisées par 




· déparaffinage par l’utilisation d’une solution aqueuse EZ Prep (Ventana®, US, 
AR, Ref 950-102) 
· démasquage antigénique (ou restauration antigénique) avec une 1ère solution 
tampon pH 7,8 (Cell Conditionner 1, Ventana®, US, AR, Ref 950-124)  et une 
seconde solution équivalent du tampon citrate pH 6 (Cell Conditionner 2, 
Ventana®, US, AR, Ref 950-123) 
· incubation avec l’Ac anti granzyme B (Ventana®, US, AR, Ref 760-4283) 
dilué au 1/100 pendant 32 minutes à 37°C 
· après une étape de lavage, une contre coloration par l’hematoxyline est 
effectuée pendant 4 minutes suivi d’une post contre coloration avec une 
solution Bluing Reagent (Ventana®, US, AR, Ref 760-2037) pendant 4 
minutes avant un dernier lavage 
 
 
E. Marquage en immunofluorescence 
Afin de marquer les polynucléaires neutrophiles, nous avons utilisé un anticorps anti 
CD66b (Biolegend®, San Diego, CA). CD66b est une GPI-linked glycoproteine de 95 à 100 kD 
aussi dénommée CD67, CGM6 ou NCA-95, faisant partie de la superfamille des 
immunoglobulines, exprimée au niveau de la membrane des granuleux. Un marquage du 
granzyme B des neutrophiles ou des autres cellules immunitaires a été réalisé en utilisant un 
anticorps anti granzyme B (Thermo Scientific, , US, IL ; Ref PA1-26616). 
 
Préalablement, toutes les lames sont déparaffinées en les trempant successivement dans 
trois bains de xylène de 3 min chacun puis successivement un bain d’alcool à 100%, 95% et 70% 
de 2 minutes chacun. Les lames sont ensuite rincées à l’eau courante puis un démasquage des Ag 
est réalisé en trempant les lames dans un tampon citrate pH 7,3 chauffé à 95°C pendant 20 min. 
 
 
a. Marquage des polynucléaires neutrophiles par le CD66b 
Après avoir été refroidies pendant 20 min, les lames sont trempées dans un bain d’une 
solution PBS 1x/Tween 20 0,1%. Les sites antigéniques non spécifiques sont ensuite saturés par 
une solution de PBS 1x/Tween 20 0,1%/BSA 3% et sérum de chèvre dilué au 1/20 (isotype de 
l’Ac secondaire biotinylé utilisé) pendant 30 minutes à température ambiante. L’anticorps 
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primaire anti CD66b dilué au 1/50 dans une solution de PBS 1x/Tween 20 0,1%/BSA 1% est 
déposé sur les lames pendant 1 h à température ambiante. Après 3 lavages successifs au PBS 
1x/Tween 20 0,1%, les lames sont incubées dans une chambre humide à l’obscurité pendant 40 
min avec un Ac secondaire couplé à la biotine dilué au 1/200 dans une solution de PBS 
1x/Tween 20 0,1%/BSA 1%/ sérum humain 10%. Après 3 nouveaux lavages au PBS 1x/Tween 
20 0,1%, les lames sont incubées avec de la streptavidine couplée à un fluorochrome (Alexa 488, 
Molecular Probes®, InvitrogenTM by Life technologiesTM) diluée au 1/500 dans la même 
solution de PBS 1x/Tween 20 0,1%/BSA 1%/ sérum humain 10% pendant 40 min. Après 3 
lavages au PBS 1x/Tween 20 0,1% puis à l’eau distillée, des lamelles sont alors montées sur les 
lames à l’aide d’un milieu de montage contenant du DAPI ((Molecular Probes®, InvitrogenTM by 
Life technologiesTM) permettant à la fois de visualiser les noyaux et le marquage antigénique 
étudié. Les lames sont ensuite séchées pendant 12 heures à 4°C à l’obscurité. 
 
 
b. Marquage du granzyme B 
Le même protocole que le précédent a été réalisé en utilisant comme anticorps primaire un 
Ac anti granzyme B dilué au 1/50 et comme fluorochrome l’Alexa 568 (Molecular Probes®, 
InvitrogenTM by Life technologiesTM) dilué au 1/500. 
 
 
c. Double marquage par le granzyme B et le CD66b 
Après avoir été refroidies pendant 20 min, les lames sont trempées dans un bain d’une 
solution PBS 1x/Tween 20 0,1%. Les sites antigéniques non spécifiques sont ensuite saturées par 
une solution de PBS 1x/Tween 20 0,1%/BSA 3% et sérum de chèvre dilué au 1/20 (isotype de 
l’Ac secondaire biotinylé utilisé) pendant 30 minutes à température ambiante. L’anticorps 
primaire anti granzyme B dilué au 1/50 dans une solution de PBS 1x/Tween 20 0,1%/BSA 1% 
est déposé sur les lames pendant 1 h à température ambiante. Après 3 lavages successifs au PBS 
1x/Tween 20 0,1%, les lames sont incubées dans une chambre humide à l’obscurité pendant 40 
min avec un Ac secondaire couplé à la biotine dilué au 1/200 dans une solution de PBS 
1x/Tween 20 0,1%/BSA 1%/ sérum humain 10%. Après 3 nouveaux lavages au PBS 1x/Tween 
20 0,1%, les lames sont incubées avec de la streptavidine couplée à un fluorochrome (Alexa 568, 
Molecular Probes, Invitrogen) diluée au 1/500 dans la même solution de PBS 1x/Tween 20 
0,1%/BSA 1%/ sérum humain 10% pendant 40 min. Après 3 lavages au PBS 1x/Tween 20 0,1%, 
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une nouvelle saturation est effectuée avec une solution de PBS 1x/Tween 20 0,1%/BSA 3% 
suivie d’une incubation avec l’Ac anti CD66b dilué au 1/50 dans une solution PBS 1x/Tween 20 
0,1%/BSA 1% pendant 40 min. Après 3 lavages au PBS 1x/Tween 20 0,1%, les lames sont 
incubées pendant 40 min avec Ac spécifique marqué avec un fluorochrome (Alexa 488, 
Molecular Probes, Invitrogen) dilué au 1/500 dans une solution de PBS 1x/Tween 20 0,1%/BSA 
1%/ sérum humain 10%. Après 3 lavages au PBS 1x/Tween 20 0,1% puis à l’eau distillée, des 
lamelles sont alors montées sur les lames à l’aide d’un milieu de montage contenant du DAPI 
(Molecular Probes®, InvitrogenTM by Life technologiesTM). Les lames sont ensuite séchées 
pendant 12 heures à 4°C à l’obscurité. 
 
 




F. Patients et maladies 
Pour chaque patient dont les lames ont été analysées, les caractéristiques suivantes ont été 
collectés : âge au diagnostic, sexe, localisation tumorale, type histologique, stade de la maladie 




G. Analyse statistique 
L'évaluation des données a consisté pour les variables qualitatives en la description de leur 
fréquence en pourcentage de la population concernée. Pour les variables quantitatives, elles ont 
été décrites par les caractéristiques suivantes : moyenne, écart type, médiane, minimum et 
maximum. 
Les différences entre les différents groupes ont été évaluées en utilisant le test de Fisher en 
raison du faible effectif de la population étudiée. La survie globale a été définie par l’intervalle 
entre le diagnostic et le décès du patient. Pour les patients survivants, les données ont été 
censurées à la date des dernières nouvelles. Les courbes de survie ont été déterminées en utilisant 
la méthode de Kaplan Meier et comparées avec le test du log-rank. Des analyses univariées et 
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multivariées utilisant le modèle de Cox ont été réalisées pour calculer les hazard ratio avec des 
intervalles de confiance à 95%. Les différences étaient considérées comme significatives en cas 





III. Analyse de l’expression des gènes 
 
 
 L’analyse de l’expression des gènes a été faite à partir de bloc issus de patients porteurs de 
tumeurs colorectales en prélevant à la fois du tissu tumoral et du tissu sain péri lésionnel afin de 





a. Préparation et extraction des ARN totaux à partir des tissus 
Cette extraction est réalisée à partir de 50 à 100 mg de tissu tumoral ou sain conservé dans 
l’azote liquide. Après avoir pesé les échantillons tissulaires, ces derniers sont dilacérés et 
homogénéisés à 4°C dans 1 mL trizol (TRIzol® Reagent Agent, Ambion®/RNA by Life 
TechnologiesTM, CA) au moyen d’un Polytron (ULTRA TURRAX T25, Janke et Hunkle, IKA 
Labortechnik) 15 à 60 secondes au maximum de sa vitesse [114]. Les débris cellulaires insolubles 
sont éliminés par centrifugation 5 mn à 3000 g à 4°C. Le surnagent contenant l’ARN est ensuite 
transféré dans de nouveaux tubes. 
 
· Phase de séparation 
Cette étape est réalisée en ajoutant dans le surnageant 200 µL de chloroforme. Les tubes 
sont ensuite vortexés afin d’obtenir une solution homogène, laissées 2 mn à température 
ambiante puis centrifugés à 12 000 g à 4°C pendant 15 minutes. La phase aqueuse contenant 
l’ARN est récupérée, transférée dans nouveaux tubes. Cette étape de séparation est ensuite 
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réalisée une deuxième fois afin de limiter au maximum le risque de contamination. Enfin la 
phase aqueuse est transférée dans un nouveau tube. 
 
· Phase de précipitation de l’ARN 
Le surnageant est précipité avec 200 µL d’isopropanol. Après homogénéisation de la 
solution par vortexage, celle-ci est incubée pendant 10 minutes à température ambiante puis 
centrifugée à 18 000 g à 4°C pendant 10 minutes. Le surnageant est ensuite éliminé par pipetages 
itératifs. 
 
· Phase de lavage 
L’ARN est lavé et resuspendu avec 1 mL d’éthanol à 75% puis centrifugé à 20 000 g à 4°C 
pendant 5 minutes. Ensuite l’éthanol est éliminé par pipetages itératifs et le culot d’ARN séché à 
4°C. Un deuxième lavage à l’éthanol à 75% est ensuite réalisé. 
 
· Phase de réhydratation et conservation 




b. Quantification des ARN totaux 
La concentration d’ARN est déterminée par une simple lecture de la densité optique (DO) 
à la longueur d’onde d’absorption des acides nucléiques qui est de 260 nm, en sachant qu’une 
unité de DO correspond à 40 µg/mL d’ARN. Cependant, comme pour l’ADN, une lecture 
optique de la DO est également faite à 280 nm pour vérifier l’absence de contamination 
protéique : par conséquent le rapport DO 260 nm/ DO 280 nm doit être compris entre 1,5 et 2. 
La mesure est effectuée en utilisant le spectrophotomètre Nanodrop 2000 (Thermo 
Scientific, US, IL). 
 
 
c. Réaction de RT-PCR 
Une synthèse d’ADNc a été ensuite réalisée par reverse transcription à partir des ARN 
totaux extraits. La réaction se fait à partir de 1 µg d’ARN total contenu dans un volume final de 
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13 µL, en présence d’amorces aléatoires (Random hexamères) et de dNTP. Ce mélange est tout 
d’abord dénaturé 5 minutes à 65°C puis refroidi immédiatement sur la glace. On y ajoute ensuite 
du dithiotréitol (DTT) ainsi que la reverse transcriptase avec son tampon. Le volume final est 
alors de 20µl. Les conditions de reverse transcription sont les suivantes : 
o 10 minutes à 25°C 
o 50 minutes à 37°C 
o 15 minutes à 70°C 
 
Les ADNc synthétisés sont conservés à – 20°C. 
 
 
B. q-PCR (ou PCR quantitative) 
 
a. Détermination des amorces 
Afin de déterminer la séquence de nos amorces pour la réalisation de la q-PCR, nous avons 
utilisé le site internet du National Center for Biotechnology Information (NCBI) Primer-Blast 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Nous avons ensuite vérifié l’absence de 
dimères d'amorces avec le site Oligo Design and Analysis Tools 
(http://eu.idtdna.com/SciTools/SciTools.aspx). 
Les séquences des amorces ont été déterminées en fixant les conditions standards suivantes : 
· Tm de 60°C +/- 1°C  
· avec une taille d'amplicon de moins de 200 bp  
· et au moins une amorce sur une liaison exon-exon 
En fonction de la difficulté à trouver des amorces, ces conditions standards ont pu être 
modifiées notamment en ce qui concerne la taille de l'amplicon ainsi que la localisation exon-
exon. Les amorces utilisées sont présentées dans le tableau 2. Les contrôles avec les gènes de b-
actine et 18S ont été réalisés avec respectivement les kits Endogenous control (Life 
technologiesTM) Human ACTB Endogenous Control (4326315E) et Eukaryotic 18S rRNA 





Gène d’intérêt Séquence amorce sens 
























































b. Conditions de q-PCR 
La réaction se fait sur 12,5 ng d’ADNc en présence de 12,5 µL de Mix POWER Sybr® 
Green 2x, d’amorces sens 200 nM et d’amorces anti-sens 200 nM pour un volume final de 25 
µL. Chaque échantillon est réalisé en duplicate. 
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Après une étape de dénaturation de 10 minutes à 95°C, 40 cycles de 15 secondes à 95°C 
puis 1 minute à 60°C sont réalisés. 
 
 
c. Analyse des résultats 
 Les résultats ont été normalisés et analysés par rapport à l’expression de la Beta-actine en 
utilisant la méthode du 2e-DCT décrite par Livak et Schmittgen [115]. 
 L’analyse statistique des résultats a été faite en utilisant les tests de Mann et Whitney, 
Kruska Wallis et Wilcoxon à partir du logiciel StatView® pour Windows. Les différences avec 
p< 0, 05 ont été considérées comme statistiquement significatives. 
 Le programme GraphPad Prism, version 4.03 pour Windows a été utilisé pour la 
représentation graphique des résultats des analyses statistiques (GraphPad Software, San Diego, 




IV. Analyse de l’impact fonctionnel de l’infiltration des  
neutrophiles sur la tumeur 
 
 
Les données ont été décrites en termes de fréquence (pourcentage) ou de moyenne 
(déviation standard) et de médiane [min-max]. Les différences entre les groupes ont été évaluées 
par le test du chi carré ou le test exact de Fisher pour les variables qualitatives et le test de 
Student ou test de Kruskall Wallis pour les variables continues. La survie globale (OS) a été 
définie comme le temps écoulé depuis la date du diagnostic jusqu'au décès (toutes causes 
confondues). Les patients survivants ont été censurés à la date du dernier suivi. Les courbes de 
survie ont été établies avec la méthode de Kaplan-Meier et comparées avec le test du log-rank. 
Des analyses univariées et éventuellement multivariées (modèle de Cox des risques 
proportionnels) ont été utilisées pour calculer les ratios de risque avec des intervalles de 
confiance à 95%. Le suivi médian a été calculé avec la méthode de Kaplan-Meier inversé. 
Toutes les valeurs p étaient jugées significatives lorsqu'elles étaient inférieures à 0,05. Toutes les 
























I. Etude de phase 1 avec l’OM-174 chez des patients 
adultes porteurs de tumeurs solides réfractaires 
 
 
A. Caractéristiques des patients inclus 
 
Les caractéristiques des patients sont résumées dans le tableau 4. 
 
  N = 17 % 
   
Age (années)     
   Moyenne  59,7  
   Médiane [min - max] 59 [44 - 75]  
   
Sexe   
   Femmes 8 47 
   Hommes 9 53 
   
Performans Status OMS   
   0 
   1 







   
Type de cancer   
   Colo rectal 
   Sein 
   Ovaire 
   Poumon non à petites cellules 
   Tête et cou 













   
Sites de métastases   
   Foie 
   Poumon 
   Ganglion 
   Os 
   Cérébral 













   
 





Dix-sept patients, 8 femmes et 9 hommes, ont été inclus sur une période de 33 mois. La 
médiane d’âge des patients était de 59 ans [44 - 75]. Les principaux types représentés étaient le 
cancer colo rectal (7 patients), le cancer du sein (5 patients) et le cancer du l’ovaire (1 patient). 
Les autres patients étaient traités pour un cancer bronchique non à petites cellules, un carcinome 
épidermoïde de la tête et du cou et un hépatocarcinome (un patient par type). Tous les patients 
ont été inclus alors qu’ils présentaient une tumeur réfractaire aux traitements standards validés 
pour leur tumeur, la majorité des patients ayant reçu au moins 5 lignes de chimiothérapie 





  N = 17 
  
Nombre de lignes antérieures  
de chimiothérapie   
   Médiane [min - max] 5 [1 - 11] 
  
Nombre de lignes antérieures 
de chimiothérapie (mois)  
   Médiane [min - max] 1,5 [1 - 18] 
  
 





B. Traitements administrés 
Un total de 138 perfusions a été administré avec une médiane de 5 injections par patients 
[3-5]. Après inclusion des 15 premiers patients, le protocole a été modifié et amendé afin de 
supprimer les paliers de dose 6 et 7 et faciliter le recrutement des patients en leur permettant, si 
la tolérance était bonne et en cas de bénéfice pour le patient, de poursuivre les injections jusqu’à 
un nombre total de 15 comme prévu initialement aux paliers de dose supérieure. 
Le nombre de patients et le nombre total de perfusions administrées pour chaque palier de dose 

















1 5 600 µg/m² 3 15 
2 10 600 µg/m² 3 30 
3 15 600 µg/m² 3 36 
4 5 800 µg/m² 3 15 
5 10 800 µg/m² 3 17 
6 15 800 µg/m² 0 0 
7 5 1000 µg/m² 0 0 
8 10 1000 µg/m² 2 17 
9 15 1000 µg/m² 0 0 
 
Tableau 6 : Description du nombre de patients traités à chaque palier de dose 
 
 
 La majorité des sujets (82%) a reçu l’ensemble des injections prévues au nombre et à la 
dose prévus. Les traitements arrêtés de façon prématurée l’ont été pour les raisons suivantes : 
· au palier de dose 3 à savoir 15 injections d’OM-174 à 600 µg/m², une patiente 
âgée de 63 ans n’a reçu que 6 injections en raison d’une altération de son état 
général en rapport avec une progression rapide de sa pathologie tumorale. 
Cette-ci était suivie depuis 3 ans pour un adénocarcinome mammaire SBR III 
RH+ HER positif initialement classé T4dNxM0 très rapidement évolutif après 
un traitement ayant consisté en une chimiothérapie néoadjuvante suivie d’une 
mammectomie associée à un curage (10 ganglions positifs sur 20 prélevés) puis 
une radiothérapie et une hormonothérapie. Cette patiente a ensuite présenté une 
poursuite évolutive de sa maladie non contrôlée par les 5 lignes de 
chimiothérapies différentes reçues, signant une maladie agressive et résistante 
intrinsèquement aux différents agents cytotoxiques administrés. 
· au 5ème palier de dose à savoir 10 injections d’OM-174 à 800 µg/m², une 1ère 
patiente âgée de 46 ans porteuse d’un adénocarcinome endométrioïde d’origine 
ovarienne diagnostiqué 29 mois auparavant a arrêté son traitement après 4 
injections en raison d’une progression tumorale rapide. A ce même palier de 
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dose, un patient âgé de 63 ans traité pour un hépatocarcinome a présenté au 
décours de la 3ème injection d’OM-174 un bronchospasme sévère rapidement et 
favorablement résolutif  
 
 
C. Données de tolérance 
Concernant l’analyse des effets secondaires, tous les patients étaient évaluables. Aucune 
toxicité hématologique n’a été observée sur l’ensemble des patients. Par contre, des effets 
indésirables ont été observés. Ceux-ci sont résumés dans le tableau 7. L’évènement indésirable le 
plus fréquemment observé a été un syndrome pseudo grippal, rapporté chez 12 des 17 patients 
recevant l’OM-174. Ces derniers pouvaient survenir après chaque injection et ont été observés 
quelle que soit la dose d’OM-174 administrée. Les effets indésirables ont nécessité 
l’administration de paracétamol dans 68 cas sur l’ensemble des 138 injections (49%) et des anti 
inflammatoires non stéroïdiens dans 19 cas (14%). Des frissons sont survenus chez 12 patients 
associés à de la fièvre chez 7 patients. Des nausées, des vomissements et une asthénie sont 
apparus isolément chez 4 patients. Une diarrhée est survenue chez 3 patients et 3 autres ont 
présenté des céphalées.  
Tous les autres événements indésirables, à savoir une hypertension ne nécessitant pas de 
traitement, des vertiges, une somnolence, une dysphagie, ont été observés chez 1 patient. Toutes 
ces toxicités cliniques étaient au maximum de grade 2. Sur le plan biologique, 1 patient avec une 
maladie progressive a présenté une cholestase de grade 1 et une cytolyse hépatique de même 
grade, probablement non liées à l’administration de l’OM-174.  












    
        Syndrome pseudo-grippal  
 
12 (70) - - 
        Frissons 
 
12 (70) - - 
        Fièvre 
 
7 (41) - - 
        Nausées 
 
4 (23) - - 
        Vomissements 
 
4 (23) - - 
        Fatigue 
 
4 (23) - - 
        Céphalées 
 
3 (17) - - 
        Diarrhées 
 
3 (17) - - 
        Hypertension 
 
3 (17) - - 
        Vertiges 
 
1 (7) - - 
        Somnolence 
 
1 (7) - - 
        Dysphagie 
 
1 (7) - - 
        Cholestase 
 
1 (7) - - 
        Cytolyse hépatique 
 
1 (7) - - 
        Bronchospasme 1 (7) - - 
    
 
Tableau 7 : Evènements indésirables survenus au décours du traitement par OM-174 
 
 
D. Détermination de la Dose Maximale Tolérée 
 L’ensemble des 17 patients inclus était évaluable pour la détermination de la Dose 
Maximale Tolérée. Des toxicités maximales de grade 2 étant survenues, aucune toxicité dose-
limitante n’a été observée par conséquent il n’a pas été possible de déterminer de Dose 
Maximale Tolérée. Le patient traité au palier 5 (10 perfusions de 800 μg/m² d’OM-174) pour un 
hépatocarcinome a présenté au décours de la 3ème injection d’OM-174 un bronchospasme sévère 
avec désaturation. L’évolution de cet épisode a été rapidement favorable après l’administration 
IV de corticostéroïdes. Cet épisode n’a en fait pas été considéré comme une DLT car 
probablement d’origine immunologique et non lié à la dose. Cette hypothèse a été confortée par 
le fait qu’aucun épisode identique n’est survenu chez les 5 patients suivants recevant la même 
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dose d’OM-174 (800 μg/m²) pour un minimum de 5 injections et chez l’ensemble des patients 




 Les paramètres pharmacocinétiques ont pu être déterminés chez l’ensemble des 17 patients 
traités. Après la première perfusion IV à la dose unique de 600 μg/m², le profil 
pharmacocinétique de l’OM-174 a montré un Tmax plus long que la fin de la perfusion, un Cmax 
atteignant 394 ng/ml et une élimination en 2 étapes : une phase initiale de seulement quelques 
minutes et une seconde phase qui dure environ 22 h. La clairance et le volume de distribution 
étaient faibles, respectivement de 0,11 L / h (66 mL/hr/m²) et 4,6 L (2643 mL/m²). Aucune 
accumulation n’a été observée lors des injections répétées à la dose de 600 μg/m², tandis qu'une 
légère accumulation a pu être déterminée pour les doses plus élevées de 800 et 1000 μg/m². 
 
 
F. Evolution de la concentration plasmatique des cytokines 
 Tous les patients étaient évaluables pour la mesure de la concentration plasmatique de 
cytokines après injection d’OM-174. Les valeurs d’IL-1b, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 et de TNF-a 
au moment du pic de concentration, 1 ou 2 h après la première injection d’OM-174, sont 
présentées dans le tableau 8. 
 Les cinétiques des concentrations plasmatiques permettent de dégager plusieurs profils. 
Tout d’abord, les injections successives de l’OM-174 n’induisent pas d’augmentation de la 
concentration plasmatique d’IL-1β et d’IL-12 (résultats non montrés). Par contre, il est observé 
pour l’IL-8 (Figure 8) et dans une moindre mesure pour l’IL-10 (résultats non montrés) une 
augmentation constante de leur concentration après chaque injection d’OM-174 (temps 1 heure), 
alors que pour l’IL-6 (Figure 9) et pour le TNF-α (Figure 10) il est observé un pic de 
concentration qui diminue après chaque injection d’OM-174, suggérant un phénomène de 
tolérance (diminution de la production par les macrophages). Concernant l’IL-8, le pic de 
concentration survient 2 heures après l’injection d’OM-174, ceci indépendamment de la dose 
administrée et du nombre d’injections. Pour l’IL-6 et le TNF-a, le pic de concentration se situe 
respectivement 1 heure et 2 heures après la première injection d’OM-174 puis celui-ci diminue 





















600 2417 54 5000 
800 3053 443 5000 
1000 1469 1169 1768 
IL-6  2h 
600 461 3 1521 
800 1403 150 5000 
1000 676 296 1058 
IL-10  2h 
600 42 4 138 
800 90 4 326 
1000 48 43 52 
TNF-a 1h 
600 907 4 1446 
800 684 4 1970 
1000 754 485 1024 
IL-12  2h 
600 12 0 35 
800 0 0 11 
1000 8 8 9 
IL-1b 1h 
600 34 0 115 
800 0 0 0 
1000 13 12 14 
 
Tableau 8 : Pic de la concentration plasmatique de cytokines après la première injection 
d’OM-174. Après la première injection d’OM-174, il est observé pour un pic de sécrétion d’IL-
8, IL-6, IL-10 et de TNF-a contrairement à l’IL-12 et l’IL-1b pour lesquelles l’absence de pic est 










Figure 8: Variation de la concentration plasmatique d’IL-8 après chaque injection d’OM-
174. Après chaque injection d’OM-174, il est observé une augmentation de la concentration de 
l'IL-8, avec un pic à la deuxième heure, indépendamment de la dose d’OM-174 et du nombre 
d'injections. Les boîtes noires, pointillées et blanches représentent la valeur de la cytokine 
d'intérêt respectivement 1, 2 et 4 heures après l'injection. 
 
 
Figure 9: Variation de la concentration plasmatique d’IL-6 après chaque injection d’OM-
174. Après chaque injection d’OM-174, il est observé une diminution du pic de sécrétion 
suggérant un phénomène de tolérance. 
Nombre d’injections et temps de dose 
Nombre d’injections et temps de dose 
 
Concentration 
IL-8 en pg/mL 
Concentration 







Figure 10: Variation de la concentration plasmatique de TNF-a après chaque injection 
d’OM-174. Après chaque injection d’OM-174, il est observé une diminution du pic de sécrétion 




G. Activité cytotoxique des cellules Natural Killer 
 Cette analyse a porté sur l’ensemble des patients inclus dans l’étude. Il en ressort que 
l'activité cytotoxique des cellules NK n’était pas augmentée lors du traitement par OM-174, ceci 
quel que soit le nombre d’injections réalisées et la dose administrée sauf chez le dernier patient 
traité à la plus forte dose d’OM-174 (1000 μg/m2) et avec le plus grand nombre d’injections (15). 
Il a en effet été observé chez celui-ci une augmentation progressive de l'activité des cellules NK 
lors des injections répétées d’OM-174 (Figure 11), que ce soit en absence ou en présence d’IL-2. 
 
 Par contre, pour les patients recevant l’OM-174, le nombre de cellules NK augmentait de 
façon significative avec le nombre des injections, passant de 0,67 ± 0,25 × 106 à 2,21 ± 0,17 × 















Figure 11: Activité cytotoxique des cellules NK après chaque injection de 1000 µg/m²  





H. Résultats de l’analyse du polymorphisme de TLR4 
 L’analyse du polymorphisme de TLR4 a mis en évidence que tous les patients sauf un 
étaient porteurs des allèles de type sauvage pour TLR4D299G et présentaient un polymorphisme 
pour TLR4T399I. Il n’a donc pas été possible d’étudier et d’évaluer une relation éventuelle entre 




I. Activité antitumorale 
 Concernant l’évaluation de l’efficacité du traitement, celle-ci a été faite par le clinicien en 
utilisant les critères RECIST. Le patient ayant arrêté son traitement après la survenue d’un 
bronchospasme après la 3ème injection a été considéré comme non évaluable pour ce critère. La 
majorité des patients (13/16) ont été considérés comme ayant une maladie progressive à l’issue 
de la séquence thérapeutique. Trois stabilisations de la maladie ont été observées à la fin du 
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traitement chez des patients présentant une maladie rapidement progressive lors de leur 
inclusion: 
· la première chez un patient âgé de 60 ans porteur d’une tumeur du rectum traité au 
palier de dose 3, avec une stabilisation pendant 1 mois après l’arrêt du traitement 
· la seconde chez un patient âgé de 62 ans traité au palier 4 pour une tumeur 
colique, avec une stabilisation prolongée pendant 9 mois 
· la troisième chez un patient âgé de 57 ans traité au palier 8 pour un cancer 
bronchique non à petites cellules, avec un contrôle de sa maladie pendant 2 mois 





II. Les conditions d’une cytotoxicité des polynculéaires 
neutrophiles intratumoraux par l’intermédiaire du granzyme B 
sont-elles réunies ? 
 
 
 Dans un travail précédent conduit dans le laboratoire sur un modèle de cancer colique 
(DHD/K12-PROb), il a été démontré qu’un traitement par l’OM-174 provoquait une 
augmentation de la sécrétion des chimiokines CXCL1 et CXCL2, augmentait l'infiltration des 
neutrophiles et leur répartition dans la tumeur, modifiait le phénotype des neutrophiles qui 
devenaient capables de détruire les cellules tumorales via le granzyme B dont l’expression était 
induit par le microenvironnement tumoral [116]. Ces données ayant été obtenues à la fin de l’étude 
de phase 1, il n’a pas été possible d’étudier directement l’effet de l’OM-174 sur les neutrophiles 
intra tumoraux des patients traités. Nous avons donc cherché si, chez des patients porteurs de 
tumeurs, les conditions d’une cytotoxicité par l’intermédiaire du granzyme B des neutrophiles 
intratumoraux étaient réunies. Comme cela a déjà été rapporté dans la première partie de ce 
travail, 2 des 3 patients chez qui la maladie a été contrôlée par le traitement par l’OM-174 étaient 
porteur d’une tumeur colo-rectale. Suite à cette constatation, et au travail préclinique réalisé dans 
des modèles de cancer colique, nous avons décidé d’étudier des tumeurs coliques humaines. 
 Nous avons donc identifié 35 patients porteurs de tumeurs coliques traités au Centre 
Georges-François Leclerc pour lesquels nous disposions de blocs tumoraux à partir desquels 
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nous pouvions faire des colorations immunohistochimiques de lames et des extractions d’ARN. 




A. Retrouve-t-on des polynucléaires neutrophiles dans les tumeurs  
coliques humaines ? 
Nous avons dans un premier temps recherché la présence de neutrophiles dans les tumeurs 
de 35 patients identifiés, traités pour un cancer du côlon. L’analyse a été effectuée dans un 
premier temps sur des lames colorées à l’HES (Figure 11) puis confirmée sur des lames colorées 
au MGG (Figure 12). Sur l’ensemble des lames, à la fois en coloration HES et en coloration 
MGG, il a été observé des neutrophiles infiltrant la tumeur, facilement reconnaissables par 
l’aspect polylobé de leur noyau. Ces neutrophiles étaient répartis dans l’ensemble de la tumeur 
avec une infiltration apparaissant hétérogène en fonction des lames étudiées. Cette hétérogénéité 
concernait le nombre de neutrophiles infiltrant la tumeur, certaines présentant un nombre 
important de neutrophiles intra tumoraux (Figure 12B,C,D ; Figure 13), d’autres semblant n’en 
présenter que de faibles quantités (Figure 12A). Au sein d’une même tumeur, il pouvait être 








Figure 12: Coupes histologiques de tumeur du colon en coloration HES. Sur l’ensemble des 
différentes coupes analysées, il est observé des PNN (flèches noires) au sein du tissu tumoral. 
Les PNN apparaissent avec un noyau polylobé spécifique. Ces PNN peuvent être en petit nombre 












Figure 13: Coupes histologiques de tumeur du colon en coloration MGG. Sur la totalité des 
coupes analysées, il est retrouvé des PNN (flèches noires) au sein du tissu tumoral, PNN qui se 
caractérisent par un noyau  polylobé d’aspect sombre et un cytoplasme plutôt de coloration beige 
(Figure 12A x20, 12B x40). Comme pour la coloration en HES, ces PNN peuvent être en petit 











Figure 14: Répartition des polynucléaires neutrophiles au sein de tumeur du colon. Sur les 
coupes en coloration HES, il est observé une infiltration hétérogène des PNN avec des zones 
sans PNN ou quelques PNN isolés (zone 1), des zones avec un infiltrat un peu plus abondant 
(zone 2) et des zones avec un infiltrat riche, les PNN formant des foyers denses au sein des 








B. Quantification de l’infiltration des polynucléaires neutrophiles au  
sein des tumeurs 
 Comme dans le travail préliminaire mené chez l’animal il a été démontré que l’effet 
antitumoral de l’OM-174 était corrélé au degré d’infiltration de la tumeur par les neutrophiles, 
nous avons cherché à quantifier cette infiltration au sein des tumeurs des patients. La 
quantification de l’infiltrat a été faite avec l’aide d’un pathologiste (comme décrit dans le tableau 
2) en plusieurs étapes (pour chaque patient, l’analyse a été faite sur 3 lames différentes) : 
· tout d’abord une première analyse a été réalisée à partir des lames colorées en HES 
issus des 35 patients porteurs de tumeur du colon 
· une 2ème analyse a ensuite été réalisée à partir de lames issues des mêmes tumeurs 
mais cette fois ci colorées en MGG 
· enfin, en comparant les résultats de ces 2 analyses, il a été recherché quel était le 
niveau de concordance 
Ce dernier point a été satisfaisant car aucune différence dans le score de l’infiltration en 
neutrophiles au sein de la tumeur n’a été observée entre les deux analyses. Les résultats de cette 
analyse sont présentés dans le tableau 9. 
 
 
Score Nombre de lames 
N (%) 
0 0 (0) 
1+ 14 (40%) 
2+ 10 (29%) 
3+ 11 (31%) 
 
Tableau 9 : Quantification de l’infiltrat en polynucléaires neutrophiles au sein de la tumeur 
 
 Dans toutes les tumeurs, il a été retrouvé la présence de neutrophiles avec une répartition 





C. Retrouve-t-on des cellules exprimant le granzyme B au sein de la  
tumeur ? 
Afin de déterminer si des cellules localisées au sein de la tumeur avaient la capacité de 
lyser les cellules tumorales du fait de l’expression de certaines protéases, nous avons recherché si 
l’on retrouvait en immunohistochimie des cellules exprimant le granzyme B au sein de la 
tumeur. Cette analyse a été effectuée sur 20 des 35 patients. 
Nous avons ainsi pu observer que l’on retrouvait dans toutes les tumeurs étudiées un 





Figure 15 : Marquage immunohistochimique par le granzyme B au sein d’une tumeur du 











Cet immunomarquage a semblé aussi d’intensité variable selon les tumeurs analysées. Nous 
avons essayé de quantifier celui-ci en regroupant les tumeurs en 4 catégories : 
· absence de marquage 
· immunomarquage positif mais faible 
· immunomarquage positif d’intensité moyenne 
· immunomarquage positif et diffus  
 
 
Sur l’ensemble des 20 lames étudiées, la répartition de l’immunomarquage était assez 





Nombre de lames 
N (%) 
Absence marquage 0 (0) 
Marquage faible 6 (30%) 
Marquage moyen 6 (30%) 
Marquage intense 8 (40%) 
 
Tableau 10: Quantification du marquage au Granzyme B au sein de la tumeur 
 
 Nous avons aussi observé que l’expression était hétérogène au sein de la tumeur puisque le 
granzyme B a été retrouvé parfois en périphérie, parfois dans le centre ou dans l’ensemble de la 
la tumeur.  
 
 
D. Les polynucléaires neutrophiles expriment-ils le granzyme B au sein  
de la tumeur ? 
Du fait que la toxicité des neutrophiles vis-à-vis des cellules tumorales ait été rattachée à 
l’expression du granzyme B et qu’il existait dans notre échantillon de tumeurs, une corrélation de 
100% entre l’importance de l’expression de granzyme B et la quantité de neutrophiles se 
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trouvant dans la tumeur [116], nous avons cherché si le granzyme B retrouvé dans la tumeur était 
exprimé par les neutrophiles. Pour cela, nous avons réalisé un double marquage en 
immunofluorescence en utilisant un Ac anti granzyme B et un Ac anti CD66b, un membre de la 
famille de l’Ag carcino-embryonnaire spécifiquement exprimé par les neutrophiles, ceci après 
avoir préalablement vérifié la possibilité de marquer les neutrophiles par le CD66b et le 
granzyme B par un simple immunomarquage. 
 
 
a. Retrouve –t-on des polynucléaires neutrophiles en immunofluorescence  dans  
les tumeurs du colon d’origine humaine ? 
Afin de détecter la présence de neutrophiles dans les tumeurs par marquage 
immunohistofluroresent, nous avons testé l’utilisation d’un Ac dirigé contre le CD66b, 
spécifique des neutrophiles [117,118,119,120]. 
 Nous avons ainsi pu observer dans l’ensemble des 35 tumeurs analysées la présence de 
neutrophiles exprimant CD66b. Ces neutrophiles, présents en quantité variables, sont retrouvés 
répartis de façon homogène dans la tumeur, pouvant être présents aussi bien en périphérie qu’au 







Figure 16: Marquage immunofluorescent des polynucléaires neutrophiles par le CD66b au 
sein des tumeurs du colon. La recherche de PNN dans la tumeur a été réalisée en utilisant un 




DAPI CD66b Superposition 
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b. Existe-t-il des cellules exprimant le granzyme B dans les tumeurs du colon  
d’origine humaine ? 
 Après avoir montré préalablement en immunohistochimie que des cellules présentes dans 
les tumeurs coliques exprimaient le granzyme B, nous avons voulu vérifié s’il était possible 
d’identifier en immunofluorescence des cellules exprimant le granzyme B, ceci afin de réaliser 
dans un second temps un double marquage. 
 
 Nous avons ainsi observé dans l’ensemble des 35 tumeurs analysées la présence de cellules 






Figure 17: Marquage immunofluorescent de cellules exprimant le granzyme B au sein 
d’une tumeur du colon. Marquage du granzyme B par un Ac anti granzyme B fluorescent en 




c. Les polynucléaires neutrophiles présents au sein des tumeurs expriment-ils le  
granzyme B ? 
 Après avoir montré préalablement en immunohistochimie que des cellules présentes dans 
les tumeurs coliques exprimaient le granzyme B, et en immunofluorescence que des neutrophiles 
infiltraient les mêmes tumeurs, nous avons cherché si ces neutrophiles exprimaient le granzyme 
B.  
Nous avons ainsi observé dans l’ensemble des 35 tumeurs analysées la présence de 
neutrophiles exprimant aussi le granzyme B, capables ainsi d’avoir une activité cytotoxique. 
Cette caractéristique était observée dans toutes les tumeurs, quel que soit le degré d’infiltration 
par les neutrophiles (Figure 18 A, B). 







Figure 18: Double marquage immunofluorescent par le CD66b et le granzyme B au sein 
d’une tumeur colique humaine (x40). Figure 18A : tumeur avec une infiltration en neutrophiles 
de score 1+, Figure 18B : tumeur avec une infiltration en neutrophiles de score 3+. Au niveau de 
chaque tumeur, certaines zones présentent des neutrophiles (marquage vert) exprimant le 
granzyme B (marquage rouge), sans que d’autres cellules expriment le granzyme B. Les noyaux 











d. Les polynucléaires neutrophiles sont-elles les seules cellules de la tumeur qui  
expriment du granzyme B ? 
Nous avons donc essayé d’identifier au sein des tumeurs d’autres cellules exprimant le 
granzyme B. Toujours en réalisant un double marquage CD66b et granzyme B, nous avons pu 
observer que certaines zones tumorales dépourvues de neutrophiles présentaient des cellules 
exprimant le granzyme B (Figure 19A). Ces dernières pouvaient être présentes en quantité 
importante dans certaines zones de la tumeur. Dans d’autres régions tumorales, coexistaient des 



























Figure 19: Hétérogénéité de l’infiltrat cellulaire des tumeurs du colon. Dans certaine tumeur 
(figure 19A), il est observé des zones dans lesquelles d’autres cellules que les PNN expriment le 
granzyme B. Dans une autre tumeur (Figure 19B), il est retrouvé dans la même zone des PNN 
exprimant le granzyme B avec des PNN n’exprimant pas le granzyme B (flèche blanche 
pointillée) et des cellules autres que les PNN exprimant le granzyme B (flèche blanche). La 
figure 19C est un agrandissement d’une autre zone de la tumeur de la figure 19B ou il est 











E. Existe-t-il une corrélation entre l’expression du granzyme B et  
l’infiltration des tumeurs par les polynucléaires neutrophiles? 
Après avoir démontré qu’il existait dans les tumeurs coliques des neutrophiles en quantité 
variable ainsi que des cellules exprimant le granzyme B, nous nous sommes posés la question 
d’une éventuelle corrélation entre l’intensité de l’immunomarquage du granzyme B et 
l’importance de l’infiltration tumorale en neutrophiles. 
C’est ainsi que l’on a pu observer que l’ensemble des 8 tumeurs présentant un marquage 
faible pour le granzyme B présentaient une infiltration en neutrophiles de score 1+. De même, les 
6 tumeurs avec un marquage granzyme B moyen et les 6 tumeurs avec un marquage granzyme B 
intense étaient respectivement toutes de score 2+ et de score 3+ pour les neutrophiles. Ces 
observations ont permis d’affirmer l’existence d’une corrélation entre l’importance de 





F. Etude de contenu en cytokines du microenvironnement tumoral 
 Le recrutement des neutrophiles se faisant par l’intermédiaire d’un gradient de 
concentration de cytokines ou de chimiokines, nous avons étudié leur expression par q-PCR en 
comparant tissu sain et tissu tumoral. Cette analyse a donc concerné des chimioattractants des 
neutrophiles comme l’IL-8, CXCL1, CXCL2, CXCL3 et CXCL5 mais aussi d’autres cytokines 
produites par les neutrophiles comme IL-1b, IL-2, IL-6, IL-10 ou des constituants des 
neutrophiles comme NCF1, NCF2, azurocidine ou le granzyme B. Cette analyse a porté sur un 
total de 25 tumeurs parmi les 35 pour lesquelles des blocs tumoraux étaient disponibles. 
 Cette analyse a dans un premier temps été faite de manière globale en comparant 

































Figure 20: Analyse comparative de l’expression de gènes de chimioattractants des 
neutrophiles entre tissu colorectal tumoral et tissu colorectal sain avoisinant. Sont 
représentés sous forme de Box plots l’expression relative des gènes de l’IL8, CXCL1, CXCL2, 
CXCL3 et CXCL5, gènes pour lesquels il existe une différence d’expression significative selon 






























































































































30 p= <0.0001 p= <0.0001 
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Il a été observé qu’il existait une surexpression statistiquement significative dans la tumeur 
comparativement au tissu sain des gènes codant pour des chimioattractants des neutrophiles, à 
savoir pour l’IL-8, CXCL1, CXCL2, CXCL3 et CXCL5. 
 
 Une analyse a ensuite été effectuée par sous-groupes selon le score d’infiltration en 
neutrophiles en utilisant le test de Wilcoxon du fait des effectifs de faibles tailles (score 1 N=8 ; 





tumoral vs tissu 




tumoral vs tissu 




tumoral vs tissu 






Score 1+ vs 
score 2+ vs 
Score 3+ 
IL-1b NS NS NS NS 
IL-2 NS NS NS NS 
IL-6 NS NS NS NS 
IL-8 NS NS p=0,0077 NS 
IL-10 p=0,0357 NS NS NS 
IL-12b p=0,0499 NS NS NS 
CXCL1 p=0,0499 p=0,0173 p=0,0077 NS 
CXCL2 NS NS p=0,0284 NS 
CXCL3 p=0,0357 p=0,0173 p=0,0077 NS 
CXCL5 NS p=0,0251 p=0,0209 NS 
NCF1 p=0,0173 p=0,0425 NS NS 
NCF2 NS NS NS NS 
Granzyme B NS p=0,0117 NS NS 
IFN -g NS NS NS NS 
IFN-a1 NS NS NS NS 
azurocidine NS NS NS NS 
 
Tableau 11: Analyse par sous-groupes selon le score d’infiltration en neutrophiles. Une 
surexpression a été retrouvée pour les gènes CXCL1 et CXCL3 dans les tumeurs 
comparativement au tissu sain avoisinant quel que soit le degré d’infiltration en neutrophiles au 
sein de la tumeur. 
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A l’issue de cette analyses par sous-groupes, les gènes codant pour CXCL1 et CXCL3 ont 
été retrouvés toujours surexprimés de façon significative dans chacun des 3 sous-groupes. Les 
autres gènes surexprimés dans la tumeur étaient pour le groupe avec un score 1+ (N=8) le gène 
de l’IL-10, de l’IL-12b et du NCF1, pour le groupe avec un score 2+, le gène de l’IL-8, de 
CXCL5 et du NCF1 alors que dans le groupe de score 3+, la différence concernait les gènes 
codant pour l’IL-8, CXCL2 et CXCL5.  
 Enfin, lorsque cette analyse a été faite en comparant les 3 sous-groupes tumoraux entre eux 
(score 1+ versus score 2+ versus score 3+) par le test de Kruskal Wallis, aucune différence 
significative n’a été mise en évidence, alors que lorsque la même analyse est effectuée en 
comparant 2 sous-groupes : score 1+ versus score 2+ et 3+, une expression significativement 





G. Impact fonctionnel de l’infiltration des neutrophiles sur la tumeur ?  
Les données de la littérature sur le rôle de l’infiltration des tumeurs par les cellules 
immunitaires ne sont pas cohérentes.  
Nous avons donc voulu savoir dans notre échantillon de 35 tumeurs colorectales, si 
l’infiltration en neutrophiles au sein de la tumeur pouvait avoir un impact sur les caractéristiques 
de la tumeur et son évolution. 
 
 
Les caractéristiques des 35 patients sont présentées dans le tableau 12. 19 hommes (54%) 
et 16 femmes (46%) ont été inclus dans cette analyse avec un âge moyen de 70,4 ans et une 
médiane de 73 ans [41 – 95]. Tous les patients étaient porteurs d’adénocarcinomes colorectaux 
dont 15 bien différenciés (43%), 18 moyennement différenciés (51%) et 2 peu différenciés (6%). 
Six patients (22%) avaient au diagnostic une maladie métastatique au niveau hépatique (N=3), 
péritonéale (N=3), pulmonaire (n=3). Tous les patients ont été traités par une chirurgie d’exérèse 
même au stade métastatique et 15 (43%) ont bénéficié d’une chimiothérapie à base de 5-Fluoro 
































Tableau 12: Caractéristiques des patients porteurs de tumeurs colorectales de l’étude 
 
 
  N = 35 % 
   
Age (années)     
   Moyenne  70,4  
   Médiane [min - max] 73 [41-95]  
   
Sexe   
   Femmes 16 46 
   Hommes 19 54 
   
Degré différenciation tumeur   
   Bien différencié 
   Moyennement différencié 







   
Taille de la maladie   
   T1 
   T2 
   T3 
   T4 











   
Atteinte ganglionnaire   
   N0 
   N1 
   N2 









   
Stade métastatique   
   M0 





   
Siège de la tumeur   
   Colon droit 
   Colon transverse 
   Colon gauche 
   Charnière recto sigmoïdienne 
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a. L’infiltration tumorale en neutrophiles influence-t-elle les caractéristiques  
tumorales? 
Afin de déterminer un éventuel rôle des neutrophiles infiltrant la tumeur sur son 
développement, nous avons regardé si les caractéristiques de la tumeur étaient différentes selon 
l’importance de son infiltration en neutrophiles, notamment en ce qui concerne l’âge de 
survenue, le sexe, le stade de la maladie et le degré de différenciation de la tumeur au diagnostic. 
Les résultats de cette analyse sont résumés dans le tableau 13. 
 
 Degré d’infiltration  
  + ++ +++ test de Fisher (p) 
         
Sexe      0,177 
Femme 7 (46,7 %) 2 (22,2 %) 7 (63,6 %)  
Homme 8 (53,3 %) 7 (77,8 %) 4 (36,4 %)  
     
Age au diagnostic    0,668 (Kruskall Wallis) 
Moyenne (sd) 70,8 (15.5) 72,8 (14.2) 67,8 (13,5)  
Médiane [min-max] 73 [42-95] 79 [41-83] 67 [52-90]  
     
Stade T    0,842 
T2 4 (26,7 %) 2 (22,2 %) 2 (18,2 %)  
T3 6 (40,0 %) 6 (66,7 %) 7 (63,6 %)  
T4 4 (26,7 %) 1 (11,1 %) 1 (9,1 %)  
TX 1 (6,7 %) 0 (0 %) 1 (9,1 %)  
     
Stade N    0,577 
N0 7 (46, %) 6 (66,7 %) 5 (45,5 %)  
N1 2 (13,.3 %) 2 (22,2 %) 4 (36.4 %)  
N2 5 (33,3 %) 1 (11,1 %) 1 (9,1 %)  
NX 1 (6,7 %) 0 (0 %) 1 (9,1 %)  
     
Stade M    0,090 
M0 10 (66,7 %) 9 (100,0 %) 10 (90,9 %)  
M1 5 (33,3 %) 0 (0 %) 1 (9,1 %)   
     
Degré de différenciation    0,563 
Bien différencié 8 (53,3 %) 3 (33,3 %) 4 (36,4 %)  
Moyennement différencié 7 (46,7 %) 5 (55,6 %) 7 (63,6 %)  
Peu différencié 0 (0 %) 1 (11,1 %) 0 (0 %)  
     
 
Tableau 13: Influence du degré d’infiltration en neutrophiles (+ versus ++ versus +++) 





 Les résultats n’étant pas statistiquement significatifs, cette analyse a été reconduite en 
regroupant les tumeurs ayant une infiltration en neutrophiles ++ et +++ versus les tumeurs ayant 
une infiltration en neutrophiles +, ceci en raison des faibles effectifs. Les résultats sont présentés 
dans le tableau 14. 
 
 
 Degré d’infiltration  
  + ++ test de Fisher (p) 
        
Sexe     0,922 (Chi2) 
Femme 7 (46,7 %) 9 (45 %)  
Homme 8 (53,3 %) 11 (55 %)  
    
Age au diagnostic   0,880 (Student) 
Moyenne (sd) 70,8 (15.5) 70,1 (13,7)  
Médiane [min-max] 73 [42-95] 75 [41-90]  
    
Stade T   0,442 
T2 4 (26,7 %) 4 (20 %)  
T3 6 (40,0 %) 13 (65 %)  
T4 4 (26,7 %) 2 (10 %)  
TX 1 (6,7 %) 1 (5 %)  
    
Stade N   0,323 
N0 7 (46,7 %) 11 (55 %)  
N1 2 (13,3 %) 6 (30 %)  
N2 5 (33,3 %) 2 (10 %)  
NX 1 (6,7 %) 1 (5 %)  
      
Stade M   0,064 
M0 10 (66,7 %) 19 (95 %)  
M1 5 (33,3 %) 1 (5 %)   
    
Degré de différenciation   0,591 
Bien différencié 8 (53,3 %) 7 (35 %)  
Moyennement différencié 7 (46,7 %) 12 (60 %)  
Peu différencié 0 (0 %) 1 (5 %)  
    
 




Même en regroupant les tumeurs ayant une infiltration en neutrophiles avec un score ++ et 
+++, les différences ne sont pas significatives même s’il est constaté une différence à la limite de 
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la significativité sur le plan statistique en ce qui concerne la présence de métastases au diagnostic 
(pour les tumeurs avec un score + versus  pour les tumeurs avec un score ++ / +++ ; p=0,064). 
 
 
b. L’infiltration tumorale en neutrophiles influence-t-elle l’évolution de la  
maladie? 
Afin de déterminer si le degré d’infiltration tumorale en neutrophiles pouvait influencer 
l’évolution de la maladie, nous avons cherché si la survie des patients était statistiquement 
influencée par l’infiltrat. Les courbes de survie obtenues sont présentées dans la figure 21. 
 Avec un suivi médian de 29.4 mois [0.5-39.5] (IC95% ; 19.7-33.5), 6 patients étaient 
décédés au moment de l’analyse dans le groupe +, alors que seulement 1 patient et 2 patients 
étaient décédés respectivement dans le groupe ++ et le groupe +++. Cependant cette différence 
n’est pas statistiquement significative, probablement du fait de l’effectif réduit de notre 
échantillon. 
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Dans la littérature, l’étude des mécanismes immunologiques impliqués dans la réponse anti 
tumorale porte particulièrement sur les fonctions des lymphocytes T cytotoxiques, les cellules 
dendritiques, les macrophages activés, les lymphocytes Treg et les cellules myéloïdes 
suppressives. Les études portant sur l’effet anti tumoral des neutrophiles et leur utilisation en 
thérapeutique sont peu nombreuses. Il est maintenant admis que les neutrophiles sont présents au 
niveau des tumeurs, où leur rôle vis-à-vis de la tumeur est controversé, pouvant exercer soit une 
action pro-tumorale, soit une action anti-tumorale [43]. Dans un travail mené par notre équipe 
dans des modèles de cancer du côlon chez le rat et chez la souris, il a été montré que les 
neutrophiles étaient nécessaires à l’effet anti-tumoral d’un triacyl lipide A, l’OM-174, par leur 
capacité à secréter du granzyme B induit par les cytokines du microenvironnement tumoral. Le 
lipide A induit la relocalisation des neutrophiles dans la tumeur, qui côtoient alors les cellules 
tumorales, provoque la sécrétion du granzyme B et la mort des cellules tumorales due au 
granzyme B [116]. 
 
 
Le travail présenté dans ce mémoire a donc consisté dans une première partie à 
conduire un essai clinique de phase I afin de déterminer si le lipide A est bien toléré par les 
patients et s’il peut induire, chez ces mêmes patients, la sécrétion de cytokines impliquées 
dans la réponse immunitaire et notamment dans le recrutement des neutrophiles. 
 
L’étude de phase I a démontré que le profil de tolérance de l’OM-174 était tout à fait 
acceptable notamment au palier maximal à savoir 2 injections intraveineuses à 1000 µg/m² par 
semaine pour un total de 15 injections. Les effets secondaires ont toujours été d’intensité au 
maximum de grade 2 selon le CTC NCI version 2 ce qui explique que la dose maximale tolérée 
n’a pas pu être déterminée. Ils ont disparu après administration de paracétamol, d’anti-
inflammatoires non stéroïdiens ou de corticostéroïdes 
Dans la littérature, il a été rapporté que la survenue de signes généraux comme la fièvre était 
corrélée à l’obtention d’une réponse objective et d’une augmentation de la survie chez des 
patients traités par de l’IL-2 pour un mélanome malin, laissant supposer que l’administration de 
paracétamol ou de corticostéroïdes pour traiter ces symptômes pouvait avoir un effet péjoratif sur 
ce traitement [121]. Cependant, dans les modèles précliniques chez la souris et chez le rat, l’OM-
174 n’induit pas de sécrétion d’IL-2 circulante. Par ailleurs, les concentrations plasmatiques des 
autres cytokines notamment de l’IL-8, ne varient pas dans le temps, que les patients aient reçu ou 
non un traitement symptomatique. Ce niveau d’observation n’est sans doute pas le meilleur, les 
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réactions étant locales, au niveau de la tumeur et probablement des ganglions. Comme seules 3 
stabilisations tumorales ont été observées, nous n’avons pas pu vérifier si l’administration de 
paracétamol, d’anti-inflammatoires non stéroïdiens ou de corticostéroïdes avait une influence sur 
la réponse tumorale, ce qui d’ailleurs n’est pas l’objectif d’un essai de phase I. Nous avons 
cependant constaté que ces 3 patients avaient tous reçu du paracétamol au décours de leur 
traitement. Ce sujet mérite d’être approfondi, y compris in vivo chez l’animal. Le profil de 
tolérance de l'OM-174 est similaire à celui d'autres lipides A, qu’il s’agisse de lipide A de 
synthèse comme le SDZ LMR 953 et l’ONO-4007, ou de lipide A préparés à partir de 
Salmonella typhimurium et minnnesota comme dans l'essai de phase I réalisée par Vosika et al 
[103,104,105]
. Comme dans notre étude, Vosika et al. décrivent la survenue d’un bronchospasme 
considéré comme un événement indésirable grave. Dans cette même étude, un autre patient a 
présenté, à la dose la plus élevée (500 µg/m²), une hypotension sévère qui a été considérée 
comme une toxicité dose limitante. Nous avons pu évaluer la tolérance d’une dose de lipide A 
deux fois plus élevée que dans l'étude de Vosika et al ainsi qu’une répétition plus grande du 
nombre d'injections (15 contre 8) à ces doses élevées avec une tolérance acceptable [105]. 
Concernant les paramètres pharmacocinétiques de l’OM-174, ces derniers sont 
indépendants de la dose, entre 600 et 1000 μg/m², bien qu’une discrète augmentation non 
significative ait été observée pour les doses les plus élevées. Concernant la clairance de l’OM-
174, celle-ci est faible (0,11 l / h), tout comme son volume de distribution (4,6 L). Ces 
caractéristiques sont concordantes avec celles observées par de Bono et collaborateurs, avec 
l'ONO-4007, un autre analogue synthétique de lipide A, dont la pharmacocinétique est 
indépendante de la dose, la clairance systémique faible (environ 1,3 ml / min), le volume de 
distribution faible (5-8 litres) et la demi-vie d’élimination longue (74-95 h). Ces données 
pharmacocinétiques ont validé le choix de l’administration de l’OM-174, deux fois par semaine 
chez les patients [103].  
L’OM-174 administré par voie intraveineuse induit une augmentation significative de la 
concentration d'IL-8, d’IL-10, d’IL-6 et de TNF-a. Cependant, aucune corrélation n’a été 
trouvée entre la dose d'OM-174 et les pics de concentrations plasmatiques de chaque cytokine. 
La diminution du pic de concentration plasmatique du TNF-a et de l’IL-6 au fur et à mesure des 
injections d’OM-174 suggère l’installation d’une tolérance. L'apparition d’une tolérance ou d’un 
phénomène de désensibilisation de l’hôte lors de l’administration de doses multiples de produits 
microbiens est connue depuis longtemps chez l'animal et chez l'homme [122]. Nous avons déjà 
montré avec l'OM-174 que la stimulation in vitro de macrophages péritonéaux de rats ou de 
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souris les activait (production d’IL-1b, de TNF-a, d’IL-6, cytotoxicité directe) alors qu’une 
seconde stimulation restait sans effet et que la répétition des stimulations les rendait incapables 
de répondre pendant plusieurs jours. Il en est de même in vivo, chez le rat comme la souris, une 
première injection d’OM-174 active les macrophages péritonéaux ou les monocytes circulants, 
une seconde est sans effet, la répétition des injections rend les monocytes/macrophages 
totalement non répondeurs et ceci pendant plusieurs semaines. Il est probable que le même 
processus se produise chez l’homme en partant de l’idée que le TNF-a et l’IL-6 plasmatiques 
proviennent des monocytes/macrophages. Et en supposant que les macrophages de la tumeur se 
comportent comme les monocytes ou les macrophages péritonéaux, il serait tentant de penser 
que la tolérisation des macrophages est une condition de l’activité anti-tumorale du lipide A. 
Dans l'étude de De Bono et collaborateurs (ONO-4007), une augmentation des concentrations 
plasmatiques de l’IL-1a, de l’IL-6 et du TNF-a a été observée alors que ce n'était pas le cas avec 
SDZ LMR 953 dans l'étude de Kiani et collaborateurs [103,104]. Nos résultats sont partiellement en 
accord puisque nous avons observé une augmentation de TNF-a, de l’IL-6, de l’IL-8 et de l’IL-
10, mais pas de l’IL-1b et de l’IL-12. Les variations de concentrations des cytokines observées 
entre les trois essais cliniques pourraient être dues à la dose utilisée (de 2 ng/kg à 125 mg par 
patient), ou au rythme d'administration choisi (tous les jours pour SDZ LMR 953, chaque 
semaine pour l’ONO 4007). Cependant, la meilleure tolérance clinique de l'OM 174 en fait un 
médicament de choix pour le développement clinique.  
 
De plus, la sécrétion importante d’IL-8 induite par l’OM-174 laisse suggérer que celui-ci 
peut être à l’origine d’un recrutement des neutrophiles au niveau de la tumeur.  
Fait intéressant, notre étude montre qu'un nombre suffisant d’injections d’OM-174 doit 
être administré pour atteindre une activité biologique, puisque le nombre de cellules NK 
circulantes a augmenté de façon significative avec le nombre des injections d’OM-174. Par 
contre, bien qu’il y ait eu une tendance à l’augmentation de l’activité des cellules NK chez les 
patients recevant 15 infusions, les résultats n’ont pas été significatifs. Comme seulement trois 
patients ont reçu un total de 15 injections d’OM-174, ces résultats méritent d’être confirmés par 
des études supplémentaires. D’autant qu’une étude antérieure faite in vitro a montré que 
l’activité naturelle des cellules NK prélevées sur des patientes porteuses de tumeur du sein était 




TLR4 étant le récepteur des lipides A,  nous avons recherché d’éventuelles mutations qui 
auraient pu expliquer la variabilité inter patient, en termes d'activités biologiques et cliniques. 
Sur les 17 patients de notre étude, 16 n’avaient aucune mutation. Mais, aucune analyse 
fonctionnelle n’ayant été réalisée, nous ne pouvons pas exclure  de variations dans l’activité de 
TLR4. Par exemple des variations d’agrégation ou de migration dans les radeaux lipidiques.  
Néanmoins, tous les patients ayant répondu biologiquement, présentaient des cellules TLR4+ 
fonctionnelles. 
Concernant l’efficacité clinique, nous n'avons observé aucune réponse tumorale objective, 
comme celles observées par Vosika ou de Bono [103,105]. Toutefois des stabilisations de la maladie 
ont été constatées chez 3 patients dont 2 atteints de cancer colo-rectal et 1 d’un cancer 
bronchique non à petites cellules. Ces stabilisations ayant été observées à 3 paliers avec des 
doses d’OM-174 et des nombres d’injection différents, aucune indication n’a pu être dégagée en 
ce qui concerne un schéma de traitement.  
 
 
Dans la deuxième partie de ce travail, nous avons cherché une potentielle implication des 
neutrophiles dans l’activité anti-tumorale du lipide A, de manière similaire à celle montrée 
dans les modèles de cancers coliques chez le rat et la souris. En particulier nous avons 
cherché si le micro-environnement tumoral induisait l’expression de granzyme B dans les 
neutrophiles intratumoraux. Nous avons montré que, contrairement aux neutrophiles du 
tissu sain adjacent à la tumeur, des neutrophiles intratumoraux exprimaient le granzyme 
B. Cette propriété n’est pas suffisante pour s’opposer à la croissance tumorale, mais nous 
avons montré que toutes les tumeurs étaient infiltrées par des neutrophiles dont certains 
étaient situés au voisinage des cellules tumorales. Par conséquent l’effet majeur du lipide A, 
qui est de provoquer la sécrétion du granzyme B, a toutes les chances d’être efficace 
d’autant plus que le lipide A augmente l’expression de granzyme B dans les neutrophiles.  
 
 
 Les données de la littérature sur l’activité antitumorale des neutrophiles sont relativement 
limitées. Cette activité a été démontrée soit en réalisant une déplétion en neutrophiles, soit en 
inhibant le recrutement des neutrophiles ce qui a pour conséquence une augmentation de la 
croissance tumorale [69]. Cependant, le rôle des neutrophiles sur la régression tumorale n’a que 
rarement été étudié, tout comme la description des effecteurs de leur cytotoxicité vis-à-vis des 
cellules tumorales, notamment chez l’homme. Parmi ceux-ci, il a notamment été rapporté que les 
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neutrophiles, préalablement stimulés par du G-CSF exprimaient des récepteurs Fc de type I des 
IgG, capables de lyser les cellules tumorales en présence d’un Ac dirigé contre un Ag HLA de 
classe 2 [72]. Les neutrophiles sont capables de tuer les cellules tumorales en produisant des ROS 
ou TRAIL [123,124]. Dans un travail mené dans le laboratoire, il a été démontré dans des modèles 
de cancer du côlon chez le rat et la souris, qu’un traitement par l’OM-174 induisait la 
relocalisation des neutrophiles dans la tumeur, augmentait l’expression de granzyme B induite 
par le microenvironnement tumoral et provoquait sa sécrétion induisant la mort des cellules 
tumorales.  
Chez l’homme, nous avons montré que des neutrophiles étaient présents dans les tumeurs 
du colon. Cette présence a été retrouvée dans toutes les tumeurs de notre cohorte. Les 
neutrophiles étaient présents en quantité plus ou moins importante, avec une répartition se faisant 
de façon égale entre les différents groupes (score 1+, 2+ et 3+). Ceci est cohérent avec 
l’expression des chimiokines CXCL1, 2, 3, 5 et 8 (IL-8) dont les ARNm sont augmentés dans les 
tumeurs par rapport au tissu sain. L’augmentation est toujours significative pour CXCL1 et 3 et 
d’autant plus que les tumeurs sont plus infiltrées par les neutrophiles, ce qui laisse supposer que 
ces 2 chimiokines sont impliquées dans le recrutement des neutrophiles dans les tumeurs.  
Le granzyme B a été retrouvé exprimé dans toutes les tumeurs, et son expression est 
d’autant plus forte que l’infiltration des neutrophiles est forte, la corrélation étant significative, 
nous pouvons supposer que l’expression du granzyme B est due aux neutrophiles.  
Grace à un double marquage avec un marqueur spécifique des neutrophiles (CD66b) et un 
anticorps spécifique du granzyme B nous avons constaté que des neutrophiles expriment le 
granzyme B. Dans les tumeurs les plus infiltrées par les neutrophiles, seuls les neutrophiles 
expriment le granzyme B, mais dans les tumeurs les moins infiltrées, des cellules n’étant pas des 
neutrophiles l’expriment aussi.  
Dans les tumeurs les plus infiltrées, les neutrophiles sont au voisinage des cellules 
tumorales, par ailleurs tous les neutrophiles exprimant le granzyme B sont activés (les cellules 
granzyme B + et CD66- n’ont pas la morphologie de neutrophiles). Donc seuls les neutrophiles 
sont en situation d’être cytotoxiques par l’intermédiaire du granzyme B, parce que ce sont les 
seules cellules au voisinage des cellules tumorales qui expriment le granzyme B et peuvent donc 
le transférer. 
Les cellules n’étant pas des neutrophiles qui expriment le granzyme B sont probablement 
des cellules NK ou des lymphocytes T CD8, ce ne sont sans doute pas des cellules tumorales 
ayant reçu du granzyme B. Chez l’homme comme dans les modèles animaux, les neutrophiles 
expriment le granzyme B sous l’effet du microenvironnement tumoral mais ne le sécrètent pas.  
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L’ensemble de ces éléments confirme que, dans les tumeurs du colon chez l’homme, les 
conditions d’une cytotoxicité des neutrophiles intratumoraux par l’intermédiaire du granzyme B 
sont réunies. Elles pourraient devenir efficaces si chez l’homme comme chez l’animal le lipide A 
provoquait la sécrétion du granzyme B, et par ailleurs augmentait le nombre de neutrophiles 





Pour conforter ces résultats, il nous faut montrer une corrélation négative significative entre 
l’expression de granzyme B par les neutrophiles infiltrant les tumeurs primaires au moment du 
diagnostic et le stade de la maladie. Il deviendra alors légitime d’amplifier cette réponse avec un 
lipide A pour la conduire à terme.  
Pour étayer l’idée qu’au point de vue fonctionnel le granzyme B produit par les neutrophiles 
intervient dans la croissance tumorale et s’oppose à elle, certains points sont à conforter. 
- Montrer que CXCL1 et 3 sont bien à l’origine de l’infiltration des tumeurs par les  
neutrophiles. 
- Identifier les cytokines du microenvironnent tumoral qui induisent l’expression du  
granzyme B par les neutrophiles humains. 
- Identifier les cellules infiltrant la tumeur, autres que les neutrophiles, qui expriment le 
granzyme B et quantifier cette expression. 
- S’assurer que les cellules tumorales n’expriment pas le granzyme B 
- Montrer in vitro que les neutrophiles primés par des cytokines du microenvironnement  
tumoral et activés par le lipide A sont bien cytotoxiques via le granzyme B pour des  
cellules cancéreuses coliques humaines. 
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Neutrophils are known to promote tumor growth and progression. However recent data 
demonstrate that the composition of tumor microenvironment can modify the functional status of 
neutrophils. We explored the hypothesis that neutrophils, under an appropriate environment, 
could induce an effective response against tumor cells with a special focus on the role of 
granzyme B. In two models of rat and mouse colon cancer, the antitumor efficacy of a Lipid A 
was impaired when neutrophils were inhibited from infiltrating tumors. Granzyme B was 
expressed in tumor-associated neutrophils, a process dependent on the tumor microenvironment, 
and was released after Lipid A treatment leading to tumor cell death. Inhibition of granzyme B 
function in tumor cells decreased the anti-tumor effect of Lipid A. A cocktail of cytokines 
detected in the tumor microenvironment was demonstrated to trigger granzyme B expression in 
neutrophils from spleens of tumor-bearing animals. Importantly, neutrophils expressing 
granzyme B were also detected in tumors of patients with colon cancer. These results identify 
granzyme B-expressing neutrophils as a key driver of Lipid A-mediated colon cancer regression 
in rat and mouse models of colon cancer and the molecular mechanisms involved may provide 
novel approaches for human therapeutic intervention. 





A well-known example of cancer immunotherapy in use for more than 30 years is the 
Bacillus Calmette-Guérin (BCG) therapy of non-invasive bladder carcinomas. This is currently 
the most effective immunotherapy for solid tumors [1]. The molecular mechanisms involved are 
likely dependent on the binding of BCG, an avirulent strain of Mycobacterium bovis, to the Toll-
like receptors (TLR) 4 [2]. This TLR play a critical role in the activation of immune system by 
stimulating antigen uptake and presentation, maturation of dendritic cells (DC), differentiation of 
helper T cells, and inhibition of regulatory T cells [3].  
TLR4 are the classic receptors of lipopolysaccharides (LPS) and lipid A molecules [4], the 
lipid part of LPS to which the anti-tumor activity of LPS was attributed [5]. However LPS and 
natural forms of lipid A are too toxic to be used in clinic. Lipid A analogs have been developed 
and some of them, like OM-174 (LipA), are well tolerated by patients [6] and effective against 
tumors in animal models. LipA is a triacyl diglucosamine diphosphate acting through TLR4 to 
induce total regression or growth inhibition of macroscopic tumors in rat and mouse models [7-
9]. 
Immunotherapy results in tumor cell death. Granzymes, known to induce apoptosis, are the 
main mediators of cytotoxicity induced by cytotoxic T lymphocytes and natural killer (NK) cells 
[10,11]. Over the last decade, there were some controversy about granzymes A and B expression 
in other cell types like neutrophils. Some reports show that granzymes are constitutively 
expressed in human blood neutrophils [12,13] or transformed neutrophils in culture [14], while 
others indicate that granzymes are not at all expressed in neutrophils [15,16]. The same 
controversy was extended to granzyme expression in mouse neutrophils [17]. Granzyme B 
(GZMB) expression in tumor neutrophils has not been studied. Even though neutrophils are 
known to support tumor growth by producing angiogenic factors like matrix metalloproteinase 9 
and vascular endothelial growth factor [18], recent data demonstrate that the microenvironment 
can alter neutrophil activity. For example, blocking transforming growth factor beta (TGF-b1) 
induced the switch of neutrophils from a pro-tumorigenic (N2) to an anti-tumorigenic (N1) state 
[19] .  
As neutrophils have been implicated in the mechanism of action of BCG immunotherapy 
[20-22], we sought to elucidate their role in LipA immunotherapy in rat and mouse models of 





Animal tumor models. BD-IX rats, 2-3 month-old males, and Balb/C mice, 6-8 week-old 
females, were purchased from Charles River Laboratory (L’Arbresle). Carcinomatosis in BD-IX 
rats was initiated by i.p. injection of colon cancer cells PROb [23,24]. As previously described 
[8], the treatment began at day 14 and consisted of 15 i.v. injections of LipA at 1 mg/kg or of 
physiological solution (in control rats), at the rate of 3 injections per week. Tumors in Balb/C 
mice were initiated by s.c. injection of 5.105 CT26 cells. The treatment began at day 3 and 
consisted of 5 i.v. injections of LipA at 8 mg/kg or physiological solution (in control mice) every 
5 day. Inhibitors of neutrophils, SB225002 (Tocris Bioscience) and Ly6G antibodies (BioXCell) 
were injected i.p. at respectively 4 and 5 mg/kg the day before and at the same time that LipA 
injections. The studies were reviewed and approved by the Burgundy University ethics 
committee for animal experimentation.  
 




Antibodies and reagents. See supplementary Material and methods. 
  
Detection of CXCL1 and CXCL2 by Ab array. Tumors were harvested, lysed in lysis buffer 
[25] and an equal amounts of proteins (Dc Protein Assay kit (BioRad) were incubated with rat 
cytokine array membranes (R&D Systems). The revelation was performed according to the 
manufacturer’s protocol and optical density was measured with ImageJ software. 
 
RT-PCR. Total RNA was extracted from tumors using the RNeasy kit (Qiagen). RT-PCR were 
performed with the Qiagen OneStep RT-PCR kit (Qiagen) according to the manufacturer’s 
protocol. The primer list was in supplementary Material and methods. The PCR products were 
analyzed by gel electrophoresis (1.5% agarose) and stained with ethidium bromide (Invitrogen). 
The amplified cDNA length was evaluated using the 100-bp DNA ladder (Promega). All 
densitometric analyses were performed with ImageJ software. 
 
ELISA. Granzyme B concentrations in spleen neutrophil supernatants were detected by ELISA 
(Uscn Life Science Inc) according to the manufacturer’s protocol. Absorbance was read on a 
spectrophotometer (Asys UVM 340) at 450 nm wavelength. 
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Histopathology. Paraffin-embedded samples were cut into 5 µm thick. Sections were 
deparaffined, rehydrated and stained with hematoxylin-eosinY (HE) or May-Grünwald Giemsa 
(MGG). 
 
Immunohistofluorescence (IHF) and immunofluorescence (IF). For IHF, fixed tumors were 
embedded in OCT (Labonord) after impregnation with 20% sucrose/PBS.  Sections were cut into 
5 µm thick and fixed for 10 min in cold acetone. Antigen retrieval was performed (citrate buffer 
pH 7.3, 96°C, 20 min) before the blocking of nonspecific sites with 3% BSA. For IF, neutrophils 
(104) were plated in Lab-Tek II (Nalge Nunc), fixed in 4% paraformaldehyde, permeabilized in 
0.2% Triton X-100 and incubated with 3% BSA. Slides for IHF and IF were incubated with 
primary antibodies in 1% BSA/PBS/0.1% Tween, then with appropriate secondary antibodies in 
1% BSA/PBS/0.1% Tween. Slides were mounted using Prolong Gold (Invitrogen). Images from 
rat or mouse colon cancer were captured on a Nikon Eclipse E400 epifluorescent microscope at 
40x magnification, images from human colon cancer were captured on a Axio Imager 2 
microscope with Axiovision software. 
 
Apoptotic cell detection. Apoptotic cells were detected by TUNEL kit (Millipore) according to 
the manufacturer’s protocol.  
 
Neutrophil isolation and culture. Neutrophils were purified from spleens removing of red 
blood cells by osmotic lysis and purification with Ab-anti HIS48 coupled to magnetic beads 
(Miltenyi Biotec, France). Neutrophils (98% purity) were cultivated in Ham’s F-10 medium 
supplemented with 10% heat-inactivated FBS and 1% penicillin/streptomycin/amphotericin B 
(Lonza). Neutrophils were pretreated for 18 h with 1 ng/mL recombinant IL-2, 1 ng/mL IL-12, 
100 ng/mL IL-21 and 250 U/mL IFN-γ before treatment for 6 h with or without 10 µg/mL OM-
174. 
 
Methylene blue toxicity assays. After 24 h the supernatants from the above neutrophil cultures 
were collected and added to 2 × 104 PROb cells that were then treated with or without 50 µM 
GZMB inhibitor-1 in 96-well microplates for 24 h. The cytotoxicity of neutrophil conditioned 
media to PROb cells was evaluated using the methylene blue assay as previously described [7].  
 
Statistical analyses. Experimental data are expressed as means ± SEM. Statistical analysis was 
performed using StatView software. The Mann-Whitney U test was used to compare data 
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between two treatment groups. Differences were considered statistically significant as follows: *, 






The antitumor effect of the LipA treatment requires the infiltration of tumors by 
neutrophils. The LipA treatment induced the regression of tumors and cured 95% of tumor-
bearing rats (Figure 1A). Typical structures of tumors after the second injection of physiological 
solution (control) or LipA are shown after hematoxylin-eosin Y (HE) staining (Figure 1B). Both 
types of tumors consisted of core of tumor cells surrounded by a distinct ring of non-tumor cells 
at the edges of nodules. However, in treated tumors, this ring was thicker than in control tumors 
(Figure 1C) and the number of tumor cells decreased drastically (Figure1D). We analyzed the 
cytokine and chemokine contents of tumors using antibody arrays. The largest differences in 
tumors from treated compared to control rats were detected after the second injection when 
CXCL1 and CXCL2 were significantly higher (approximately five-fold) in treated rats (Figure 
2A). In agreement tumor cxcl1 and cxcl2 mRNA levels were higher after the first injection of 
LipA compared to control rats (Figure 2B). As a consequence, tumors isolated from treated rats 
contained many more neutrophils than tumors from control rats (Figure 2C and 2D). In 
agreement, specific neutrophil mRNA transcripts (ncf1 and ncf2) were higher in treated rats 
compared to control rats (Figure 2E). However neutrophils remained at the edges of tumor 
nodules in control rats whereas they infiltrated the entire nodule after LipA treatment (Figure 
2C). Moreover the antitumor effect of LipA in a mouse model of subcutaneous colon cancer was 
drastically decreased by inhibition of neutrophil recruitment using a CXCR2 antagonist (Figure 
2F) or LY6G antibody (data not shown). 
 
Apoptotic tumor cells are in the vicinity of anti-tumorigenic neutrophils in LipA treated 
rats. By TUNEL analysis, we found that apoptotic death occurred in cells that were located in 
the core of treated tumors (Figure 3A). We confirmed by immunostaining that most apoptotic 
cells containing cleaved caspase 3 in treated rats were tumor cells (Figure 3B). Moreover, double 
immunostaining of neutrophils and M30 (a marker of apoptotic epithelial cells) demonstrates 
that in treated tumors the death of tumor cells occurred near neutrophils (Figure 3C). On the 
contrary, apoptosis was not detected in control tumors in which neutrophils were at the edges of 
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tumors, distant from tumor cells, and presented a pro-tumorigenic phenotype (N2 state) (Figure 
2C and Figure 3D,E). Moreover, analysis of neutrophil activation states showed that LipA 
induced the acquisition of an anti-tumorigenic phenotype by neutrophils (N1 state) with iNOS 
expression and low arginase-1 content (Figure 3D,E). 
 
The antitumor effect of the LipA treatment requires the transfer of GZMB into tumor 
cells. GZMB was particularly detected in tumors from treated rats than from control rats. 
Strikingly, GZMB staining was observed only at the edge of tumor sections from control rats, 
but throughout the whole tumor sections from treated rats (Figure 4A) while the presence of 
GZMB was associated with neutrophils in both treated and control tumors. Moreover, GZMB 
was found inside tumor cells from treated rats, but not from control rats (Figure 4B). Further, 
double immunostaining of GZMB and M30 demonstrates that apoptotic tumor cells in treated 
rats contained GZMB (Figure 4C). Taken together, these data suggest that GZMB contributed to 
tumor cell apoptosis in LipA treated rats. Some other cells were known to express GZMB like 
NK cells and T lymphocytes (ab and gd). However these cells were present only at the edges of 
the tumors, none were detected in the core of tumors from control or treated rats (Supplementary 
Figure 1A, B, C). As we showed that tumor cells were located (Figure 1C) and died (Figure 3A, 
B, C) in the core of tumor nodules, we deduced that the latter cell types were not involved in 
tumor cell death in LipA immunotherapy, at least at the beginning of treatment.  
Conditioned media of spleen neutrophils from control rats were not cytotoxic (Figure 5A) and 
contained less than 5 pg of GZMB/ml (Figure 5B). GZMB was undetectable in these neutrophils 
by immunostaining (Figure 5C, two upper panels). However, conditioned media from 
neutrophils treated with LipA in vitro were significantly more cytotoxic causing a 40% decrease 
in the number of adherent tumor cells (Figure 5A). They contained six-fold more GZMB than 
untreated cells (Figure 5B, left). GZMB was also detected in these neutrophils by 
immunostaining (Figure 5C, two lower panels). The cytotoxic effect of conditioned media of 
LipA treated neutrophils was dependent on GZMB as it was abrogated in the presence of a 
GZMB inhibitor (Figure 5A).  
Conditioned media of spleen neutrophils from treated rats were 20% more cytotoxic 
(Figure 5A) and contained four-fold more GZMB than spleen neutrophils from control rats (Fig. 
5B). When these neutrophils were further treated with LipA in vitro, conditioned media showed 
40% cytotoxicity (Figure 5A) and contained twice amount of GZMB (Figure 5B, right). As 
previously seen, cytotoxicity was abrogated in the presence of the GZMB inhibitor (Figure 5A).  
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Moreover antitumor effect of LipA in mice was highly abrogated by inhibition of 
granzyme B cytotoxicity with overexpression of serpin B9 in tumor cells (Figure 5D). 
 
Tumor microenvironment induces granzyme B expression in neutrophils. Cytokines like IL-
2, IL-12, IL-21 and IFN-g were known to play a key role in GZMB production in lymphocytes or 
NK cells. Different expression patterns of these cytokines were observed in vivo between tumors 
and spleens in control rats. IL-21 was expressed at similar levels in tumors and spleens. IL-12 
mRNA levels were lower whereas IL-2 and IFN-g mRNA levels were higher in tumors than in 
spleens (Figure 6A). Treatment of spleen neutrophils from control rats with an interleukin mix 
(ILs, IL-2 + IL-12 + IL-21), IFN-g or ILs plus IFN-g induced the production of GZMB by 
neutrophils (Figure 6B, white bars). As previously observed (Figure 5B, C) in the presence of 
LipA, significant levels of GZMB were produced. While ILs alone or IFN-g alone did not 
enhance the effect of LipA, the combination enhanced the GZMB production induced by LipA 
(Figure 6B, grey bars).  
Moreover GZMB expression by neutrophils was further extended at humans (Figure 7), 






Here we have demonstrated that GZMB from neutrophils plays an active role in the 
regression of tumors due to a lipid A analog in models of colon cancer in rat and mouse.  
Neutrophils are rarely the focus of research on tumor development or tumor therapies. But 
given that neutrophils express CXCR1 and CXCR2 at their surface and are recruited by their 
ligands including CXCL-1 and CXCL-2 [26] which can be produced by tumor or endothelial 
cells or fibroblasts [27], and that CXCL1 and CXCL2 contribute to mobilizing neutrophils from 
bone marrow and sustain neutrophil recruitment at sites of inflammation [28-30], it was 
conceivable that neutrophils can be attracted to tumors in this way. We have demonstrated here 
that the anti-tumoral effect of LipA was associated with a strong increase in CXCL1 and CXCL2 
levels in tumors, concomitant with an infiltration of tumors by neutrophils. The expression of 
CXCL1 and CXCL2 in human colon tumors has been described [31,32] and there is a report that 
CXCL1 is highly expressed in poor invasive tumors [33]. However descriptions of neutrophils in 
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human colon cancer are few [34] without significant correlation with prognosis. As far as we 
know there has been no correlation made between CXCL1, CXCL2 or neutrophils with the 
effects of therapy on colon cancer in human. It has been shown that CpG oligodeoxynucleotides 
and a vascular disrupting agent induced the regression of colon tumors in mice, and this 
correlates with an increase in CXCL1 and neutrophil infiltration in tumors [35,36]. Furthermore, 
colon tumor bearing mice receiving cyclophosphamide plus IL-12 gene therapy are more likely 
to reject tumors when infiltrated by neutrophils [37]. It is therefore coherent that increased 
recruitment of neutrophils in treated tumors could be due to CXCL1 and CXCL2. Such an effect 
has been reported in lungs of mice that have inhaled LPS [38]. 
Important question was: are neutrophils involved in the anti-tumor effect of LipA? 
Inhibition of neutrophil recruitment with CXCR2 antagonist or LY6G antibody (data not shown) 
caused a drastic decrease in LipA antitumor activity showing that neutrophils were implied in the 
treatment. 
In treated tumors we found neutrophils in the vicinity of apoptotic tumor cells. Apoptotic 
tumor cells were detected only in treated tumors, but LipA was not directly toxic to tumor cells. 
Knowing that apoptosis can be induced either by granzymes, or by death effectors, like FasL 
[10,39], we sought to ascertain whether neutrophils killed tumor cells via granzyme action. 
Supporting evidence for this, in rat like in mouse models (data not shown), is that neutrophils 
and GZMB were located throughout treated nodules, neutrophils and tumor cells contained 
GZMB, and tumor cells that contained GZMB were dying by apoptosis. Moreover strong 
demonstration that GZMB was engaged in the antitumor effect of LipA was its abrogation by 
inhibiting GZMB cytotoxicity through overexpression of serpin B9 in tumor cells.  
We noted that GZMB was spontaneously produced in tumors, whether or not the rats were 
treated with LipA. Moreover GZMB expression was further extended at mice and humans 
showing that tumor environment induced infiltrating neutrophils from rat, mice and humans to 
express GZMB. 
The distance between GZMB and target cells might be important in regulating 
cytotoxicity. In control tumors, GZMB was found associated with neutrophils at the edges of 
nodules while in treated regressing tumors, GZMB and neutrophil densities increased throughout 
nodules and was found associated with neutrophils and dying tumor cells. Induction of apoptosis 
by GZMB needs this transfer into tumor cells. As we checked that PROb tumor cells did not 
produce GZMB either in vivo or in vitro, whatever the treatment (data not shown) and as 
neutrophils were the only GZMB producer in the vicinity of tumor cells, we deduce that 
neutrophils were the main, if not the only cells, able to kill tumor cells via GZMB. This result 
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also highlights the importance of the spatial control of activated neutrophil infiltration into the 
tumor core in determining the efficacy of LipA tumor therapy. 
The influence of the tumor environment might explain why GZMB is produced in 
neutrophils from control tumors. Little is known about how rat neutrophils are activated to 
secrete GZMB. NK cells are known to produce GZMB when stimulated with IL-2 and IL-12 in 
humans, plus IL-21 in mice [40-42]. Here we compared the expression of cytokines in spleens 
and tumors of control rats. Although varying in concentration, IL-2, IL-12 and IL-21 (ILs) were 
all expressed in control tumors. So, we tested their combined effect on spleen neutrophils from 
control tumor bearing rats. These cells were stimulated to produce GZMB in vitro by ILs alone, 
IFN-g alone, and ILs plus IFN-g. We can conclude that tumor microenvironment was able to 
induce the production of GZMB by neutrophils and that LipA was able to increase this 
production. 
It has been proposed that tumor associated neutrophils (TAN) can be classified into two 
phenotypes depending on their activation state [19]: type 1 anti-tumorigenic (iNOS+, Arg-1low), 
cytotoxic towards tumor cells in vitro and type 2 pro-tumorigenic (iNOS-, Arg-1high). In our 
model TAN from control rats fit the type 2 while TAN from LipA treated rats resemble type 1. 
Moreover bone marrow, blood and spleen neutrophils correspond to type 2 when from control 
rats and to type 1 when from treated rats (data not shown). Since LipA reaches the bone marrow 
of treated rats (data not shown), we supposed that differentiation from type 2 to type 1 probably 
occurs in bone marrow and not in the tumor itself. Rather type 1 (treated rats) or type 2 (control 
rats) neutrophils go on to infiltrate the tumors. There, the microenvironment: cytokines plus 
LipA for type 1 and cytokines for type 2 neutrophils, induces their differentiation to express 
GZMB. This defines N1 GZMB+ (iNOS +, Arg-1low, GZMB+) and N2 GZMB+ (iNOS -, Arg-
1high, GZMB+) tumor associated neutrophils.  
 
Overall, we provide strong evidence for the involvement of GZMB produced by 
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Figure 1.  
LipA cured tumor-bearing rats. (A) The lifespan of tumor-bearing rats was improved by LipA 
treatment. Fourteen days after i.p. injection of PROb cells, rats were treated i.v. with LipA (grey) 
or physiological solution (control, black) 3 times per week for 5 weeks. Results are 
representative of at least 3 independent experiments with 10 animals per group. (B) 
Hematoxylin-eosin staining of tumors from LipA treated or control rats (scale bars = 200 µm). 
(C) Enlargement of regions outlined in figure B (scale bars = 50 µm). The tumor core and 
surrounding ring of cells can be distinguished. (D) Tumor regression was analyzed by 
immunostaining of tumor cells (anti-cytokeratin Ab, red), one day after the first (day 15) and the 
fourth injection (day 22) of LipA or physiological solution (scale bars = 50 µm). Micrographs 
are representative of at least 3 independent experiments, 4 animals per group.  
 
Figure 2.  
Anti-tumor effect of LipA was dependent of neutrophil infiltration. (A) Twenty four hours 
after the second injection of LipA, the chemokine content of tumors from control or LipA treated 
rats were analyzed using antibody arrays. The relative abundance of CXCL1 and CXCL2 was 
determined using Image J software and expressed as a percentage compared to an internal 
control (100%). (B) Six hours after the first injection of LipA or physiological solution (control), 
expression levels of cxcl1 and cxcl2 mRNA in tumors were evaluated relative to housekeeping 
gene gapdh by RT-PCR.  (C) Tumors were collected at day 17 from LipA treated or control rats. 
After fixation, 5-µm sections were cut and stained for tumor cells (anti-cytokeratin Ab, red) and 
neutrophils (anti-HIS48 Ab, green) (scale bars = 50 µm). The yellow staining in the merge 
panels represents tumor cells very close to neutrophils. Micrographs are representative of at least 
3 independent experiments, 4 animals per group. (D) The levels of neutrophils present in tumors 
were determined by counting of these cells in 3 independent slides per animals, 4 animals per 
group. Shown are the mean % of neutrophils ± SEM. (E) At day 17, expression levels of ncf1 
and ncf2 mRNA were evaluated relative to housekeeping gene gapdh by RT-PCR. (F) CT26-
bearing mice were treated with physiological solution (control, black line), LipA (black hatched 
line), SB225002 (grey line) or SB225002 + LipA (grey hatched line). Three days after cell 
injection, LipA was administered i.v. every 5 days for 5 times. SB225002 was injected i.p. 24 h 
before and at the same time than LipA.  Results are representative of at least 2 independent 
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experiments with 10 animals per group. (A, B, D, E and F) Significant difference in Mann-
Whitney U test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005.  
 
Figure 3.  
LipA treatment induced tumor cell death in the vicinity of infiltrated anti-tumorigenic 
neutrophils. Tumors from LipA treated or control rats were removed at day 17, fixed and cut 
into 5-mm cryosections. (A) Apoptotic cells were present in the core of tumors from LipA treated 
rats but not in tumors from control rats (TUNEL, red). (B) Immunostaining of tumor cells (anti-
cytokeratin Ab, red) and cleaved caspase 3 (anti-cleaved caspase 3 Ab, green). (C) 
Immunotaining of apoptotic tumor cells (M30 Ab, red) and neutrophils (anti-HIS48 antibody, 
green). (D and E) Staining for neutrophils (anti-HIS48 Ab, green) and (D) iNOS (anti-iNOS Ab, 
red) or (E) arginase-1 (anti-arginase-1 Ab, red). Yellow fluorescence in merge panels is where 
red and green fluorescences coincide. Micrographs are representative of at least 3 independent 




Figure 4.  
Granzyme B was present in neutrophils and apoptotic tumor cells in LipA treated rats. 
Tumors were removed at day 17 and 5-µm cryosections were stained for neutrophils (anti-HIS48 
Ab, red (A)), tumor cells (anti-cytokeratin Ab, red (B)), or apoptotic tumor cells (anti-M30 Ab, 
red (C)) and GZMB (anti-GZMB Ab, green (A, B and C)). Micrographs are representative of at 
least 3 independent experiments, 4 animals per group (scale bars = 50 µm). 
 
 
Figure 5.  
LipA induced neutrophil-mediated cytotoxicity via granzyme B production. (A, B, C) 
Spleen neutrophils from LipA treated or control rats were purified and treated in vitro with or 
without 10 µg/ml LipA for 24 h (see Material and methods) (A)The toxic effect of conditioned 
media on tumor target cells cultured in the presence or in the absence of GZMB inhibitor was 
evaluated using a methylene blue assay. The mean numbers of adherent cells are shown as 
percentages of the untreated cells (100%). (B) The concentration of GZMB in conditioned media 
was measured by ELISA. Shown are means ± SEM. (C) Neutrophils were incubated or not with 
LipA (24h) and stained for granzyme B (green) or DAPI (blue). 3 independent experiments. (D) 
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Three days after s.c. injection of PI9-6 cells, mice were treated i.v. with LipA (grey) or 
physiological solution (control, black) every 5 days for 5 times. Results are representative of at 
least 2 independent experiments with 10 animals per group. (A, B and D) Significant difference 
in Mann-Whitney U test, *p<0.05, **p<0.01, n.s. not significant.  
 
 
Figure 6.  
Tumor cytokines and LipA together induced strong expression of granzyme B in spleen 
neutrophils. (A) Spleens and tumors from control rats were removed at day 17. Expression 
levels of il-2, il-12, il-21 and ifn-g mRNA were evaluated by RT-PCR and expressed as the mean 
of percentage of change compared to the level of gapdh expression. (B) Neutrophils from spleen 
were purified as in Figure 5 and incubated for 24 h in vitro without or with a cytokine mix (ILs, 
IL-2 + IL-12 + IL-21) alone, IFN-g alone or a combination of both (ILs + IFN-g), with or without 
of 10 µg/ml LipA for 6 h. Concentration of granzyme B (GZMB) in conditioned media was 
measured by ELISA. Shown are means ± SEM. 3 independent experiments. (A and B) 
Significant difference in Mann-Whitney U test, *p<0.05, **p<0.01.  
 
Figure 7.  
Granzyme B was also expressed in human tumor neutrophils. Human colon cancer samples 
were collected and stained for neutrophils (anti-CD66b, green), GZMB (anti-GZMB Ab, red) 
and for nuclei (DAPI, blue). GZMB was present in neutrophils (yellow signal shown by white 
arrows in merged panel). Micrographs are representative of at least 20 different samples (scale 
bar = 50 µm). 
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Supplementary Material and Methods 
 
Cell culture. Colon cancer PROb cells were obtained from a colon carcinoma induced in BD-IX 
rat [1]. Mouse colon cancer CT26 cells were obtained from the American Type Culture 
Collection. Cells were maintained at 37°C respectively in HAM’s F10 (Lonza) and RPMI 
(Lonza) supplemented with 10% FBS (Lonza). CT26 cells were stably transfected by calcium 
phosphate method [2] with the pCMV6-Kan:Neo expression plasmid containing the full-length 
SerpinB9 cDNA (OriGene).  
 
 
Antibodies and reagents. Mouse antibody (Ab) HIS48 (Santa Cruz) was used to characterize 
tumor-infiltrating and purified neutrophils. Mouse anti-TCR a/b Ab (AbD Serotec), goat anti- 
NKp46 Ab (R&D Systems) and mouse anti-TCR g/d Ab (AbD Serotec) were used to detect T 
lymphocytes, NK cells and g/d T lymphocytes respectively in tumors. Tumor cells were 
characterized using a mouse anti cytokeratin antibody (DakoCytomation). The following Abs 
were also used: a mouse anti-arginase 1 Ab and a rabbit anti-iNOS Ab (BD Transduction 
Laboratories), a rabbit anti-cleaved caspase-3 Ab (Cell Signaling), a mouse anti-M30 fragment 
(Roche) and a rabbit anti-granzyme B Ab (Thermo Scientific). Secondary Abs used were anti-
mouse or anti-rabbit Alexa Fluor 568 or 488 conjugates from Molecular Probes (Invitrogen). 
GZMB inhibitor 1 (z-AAd-CMK) was purchased from Merck. The following cytokines were 
added to neutrophil cultures: recombinant rat IL-2 (Biolegend), recombinant mouse IL-21 
(eBioscience), IL-12 and IFN-γ (R&D Systems).  
 
Primer list. CXLC-1(s), 5’-GAGAAAGAAGATAGATTGCACCGATG-3’; CXCL-1(as), 5’-
TTCTTCCCGCTCAACACCTTC-3’; CXCL-2(s), 5’-
GTGACACTGAAGAGTTACGATGTCAG-3’; CXCL-2(as), 5’-
CCTGAGGCTCCATAAATGAAAGA-3’; IL-2(s), 5’-AAGCAGGCCACAGAATTGAAAC-3’; 
Il-2(as), 5’-CAGATGGCTATCCATCTCCTCAG-3’; IL-12(s), 5’-
CACTCACATCTGCTGCTCCAC-3’; IL-12(as), 5’-CTGGCACGCCACTGAGTACTTC-3’; Il-
21(s), 5’-CAGCTCCACAAGATGTAAAGGGGC-3’; IL-21(as), 5’-
CCATGTGCCTCTGTTTATTTCCTGTCC-3’; IFNg(s), 5’-
CTCTTGGATATCTGGAGGAACTGG-3’; and IFNg(as), 5’-CGACTCCTTTTCCGCTTCCT-
3’; Ncf1 (s),  5’-CACCGAGATCTACGAGTTCC-3’; and 
Ncf1 (as)  5’-TCCCATGAGGCTGTTGAAGTAC-3’; Ncf2 (s) 
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5’-GAAAGCATGAAGGATGCCTGG-3’; and Ncf2 (as)5’-
ATAGCACCAAGATCACATCTCCTTCC-3'. To standardize the cDNA samples, expression of 
the housekeeping gene gapdh was tested with primer pair (s) 5’-
GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG-3’ and (as) 5’-ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA-3’. All 
primers were synthesized by Invitrogen. The PCR products were analyzed by gel electrophoresis 
(1.5% agarose) and stained with ethidium bromide (Invitrogen). The amplified cDNA length was 
evaluated using the 100-bp DNA ladder (Promega). All densitometric analyses were performed 
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Etude des mécanismes d’action d’une immunothérapie par un triacyl lipide A chez 
l’homme. 
 
L’immunothérapie en agissant au niveau de la tumeur primitive et en empêchant le 
développement des métastases constitue une des stratégies du traitement des patients atteints de 
cancer. Afin d’améliorer l’efficacité de celle-ci, il est nécessaire de comprendre comment est 
induit la mort des cellules tumorales. Dans le laboratoire, il a été observé la guérison de rats 
BDIX porteurs de tumeurs PROb par un triacyl lipide A. Il a été montré que cet effet impliquait 
le système immunitaire en mettant en jeu des interactions avec les TLR présents sur de 
nombreuses cellules tumorales et de l’immunité innée comme les neutrophiles. 
Dans ce travail, nous avons étudié l’implication éventuelle des neutrophiles dans l’activité anti 
tumorale du triacyl lipide A chez l’homme. 
Dans une étude de phase 1 chez des patients porteurs de tumeurs solides réfractaires, nous avons 
montré que le triacyl lipide A était bien toléré et qu’il induisait la sécrétion de cytokines 
impliquées dans la réponse immunitaire et notamment dans le recrutement des neutrophiles. 
Nous avons ensuite, dans un second temps démontré l’implication éventuelle des neutrophiles 
dans cette réponse immunitaire en vérifiant leur présence dans des tumeurs coliques humaines et 
en analysant leur proximité avec les cellules tumorales, ces deux facteurs déterminant leur 
cytotoxicité vis-à-vis des cellules tumorales. Nous avons ensuite fait une analyse comparative 
par rapport au tissu sain pour rechercher si ces neutrophiles étaient activés et comparer 
l’expression de chimio attractants. 
 
Immunotherapy acting at the primary tumor site and preventing the development of metastases is 
one of the strategies for treatment of patients with cancer. To improve the efficiency of the latter, 
it is necessary to understand how it induces tumor cell death. In the laboratory, it was observed 
the cure of PROb tumors in rats BDIX by the triacyl lipid A. It has been shown that this effect 
involved the immune system involving interactions with TLRs present in many tumor cells and 
innate immunity cells such as neutrophils. 
In this work, we investigated the possible involvement of neutrophils in the antitumor activity of 
triacyl lipid A in humans. 
In a Phase 1 study in patients with refractory solid tumors, we showed that the triacyl lipid A was 
well tolerated and induced the secretion of cytokines involved in the immune response, 
particularly in the recruitment of neutrophils. Then, in a second part, we demonstrated the 
prospective involvement of neutrophils in the immune response by checking their presence in 
human colon cancers and analyzing their proximity to tumor cells, these two factors determining 
their cytotoxicity to cells tumor. Then we made a comparative analysis with healthy tissue to 
research whether these neutrophils were activated and compare the expression of chemo 
attractors. 
 
